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RESUMO 
 
 xxv
A anemia falciforme é um distúrbio genético causado por uma mutação de ponto  
(Ácido Glutâmico→Valina) que produz uma hemoglobina S. Esta, quando desoxigenada, 
polimeriza causando deformação dos eritrócitos que se agregam às paredes da micro 
circulação culminando em crises vaso-oclusivas. Existem algumas moléculas de adesão que 
colaboram no bloqueio da circulação aderindo eritrócitos, células brancas e plaquetas à 
parede dos túbulos sanguíneos. 
A hidroxiuréia (HU) vem sendo utilizada no tratamento da doença devido à sua habilidade 
em aumentar a produção de hemoglobina fetal (HbF). No entanto, nem todos os pacientes 
respondem positivamente ao tratamento com HU. Estudos mostram que a HU quando 
degradada, produz óxido nítrico (NO), o qual ativa a enzima guanilato ciclase solúvel 
(GCs). Esta, por sua vez, transforma GTP em GMPc que atua como segundo mensageiro 
ativando provavelmente a transcrição do gene γ-globina aumentando assim, a concentração 
de HbF e melhorando o quadro clínico dos pacientes com essa doença. Por isso, o NO 
tornou-se fonte de grandes estudos, uma vez que é um importante vasodilatador. 
O objetivo desse trabalho foi elucidar qual família de fosfodiesterase (PDE) atua na 
degradação do GMPc das células de linhagem eritróide e se as drogas inibidoras dessas 
PDEs seriam capazes de aumentar a produção de γ-globina e conseqüentemente HbF em 
células eritróides de cultura.  
Para isso foram realizadas culturas de células K562 tratadas com diferentes drogas 
inibidoras de PDE (vinpocetina, sildenafil, dipiridamol e zaprinast) e com estimulador de 
guanilato ciclase, BAY41-2272. Observamos que os níveis de GMPc aumentaram 
principalmente nas células tratadas com 10µg/ml de dipiridamol e em alguns pontos de 
coletas com 10 e 50µM de vinpocetina. O mesmo não foi observado nas células tratadas 
com sildenafil e zaprinast. No entanto, todas as células tratadas com as diferentes 
concentrações de BAY41-2272 apresentaram aumento na concentração de GMPc. Com 
relação à expressão gênica relativa de γ-globina, observamos que as drogas dipiridamol, 
vinpocetina, sildenafil e zaprinast não foram capazes de provocar um aumento da 
expressão. Diferentemente, BAY41-2272 estimulou um aumento da expressão de γ-globina 
nas células K562 tratadas com 60 e 300nM após 48 horas de cultura. 
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Além disso, estudamos a expressão das PDEs 1, 5 e 9 em células hematopoéticas e 
diferentes tecidos. Observamos que PDE9 é significativamente mais expressa em células 
K562, reticulócitos e neutrófilos. Além disso, observamos também que a expressão dessa 
PDE é significativamente maior nos reticulócitos e neutrófilos de paciente com anemia 
falciforme. Já naqueles que se encontravam sob terapia com HU, a expressão da PDE9 nos 
reticulócitos reverteu aos níveis do controle diferentemente dos neutrófilos, cuja expressão 
de PDE9 não se alterou entre os pacientes com ou sem terapia com HU. A expressão da 
PDE9 em outros tecidos (T98G, cólon, ovário, mama, fígado, pele, baço, testículo, útero e 
linfonodo) é significativamente menor do que nestas células hematopoéticas. Assim sendo, 
como aumento nos níveis celulares de GMPc pode ser importante tanto para a produção de 
HbF em células eritróides como para inibir a adesão de leucócitos, bloquear a ação da 
PDE9 pode representar uma nova estratégica célula-especifica para o tratamento da anemia 
falciforme.  
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ABSTRACT 
 
 xxix
Sickle cell disease (SCD) is a systemic disease with a multifaceted pathophysiology; the 
polymerisation of the sickle haemoglobin molecule (HbS), when deoxygenated, has many 
consequences that include haemolysis, inflammation, dysregulated nitric oxide (NO) 
homeostasis and oxidative abnormalities. Agents, such as hydroxyurea (HU), that increase 
levels of fetal hemoglobin (HbF), with consequent inhibition of HbS polymerization, and 
that may counteract other aspects of the disease’s pathophysiology characterize important 
therapies for the disorder. 
Whilst HU therapy successfully augments HbF levels in many patients, not all patients 
respond to treatment. Studies demonstrate that HU, when degraded, produces nitric oxide 
(NO), in turn activating the enzyme, soluble guanylate cyclase (GC) in erythroid lineage 
cells. GC converts GTP to cGMP, which acts as a second messenger for NO, possibly 
activating the transcription of the γ-globin gene and, consequently, increasing the 
concentration of HbF. Due to evidence that NO bioavailability may be decreased in SCD 
individuals, recent research into SCD has focused on the role of NO in the disease, 
particularly since this gas is an important vasodilator. 
The objective of this study was to investigate which family(ies) of phosphodiesterases 
(PDE) may mediate the degradation of cGMP in erythroid lineage cells and whether drugs 
that inhibit these PDEs are capable of augmenting the production of γ-globin and, 
consequently, HbF in erythroid cells in culture. 
For this, cultures of K562 erythroleukemic cells were treated with different PDE inhibitors; 
vinpocetine, sildenafil citrate, dipyridamole and zaprinast. In addition, cultures were also 
treated with the guanylate cyclase stimulator, BAY41-2272. Increased levels of cGMP 
were observed principally in cells treated with 10µg/ml dipyridamole and at some  
time-points in the presence of 10 and 50µM vinpocetine. No changes in cGMP levels were 
observed in cells treated with sildenafil nor with zaprinast. However, cells treated with 
BAY 41-2272 demonstrated augmented cGMP levels at all concentrations used. With 
regard to relative γ-globin gene expression, dipyridamole, vinpocetine, sildenafil and 
zaprinast did not increase γ-globin gene expression; in contrast, BAY 41-2272 (60 and 
300nM) stimulated increased γ-globin expression after 48h of culture.  
Abstract 
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The gene expressions of PDEs 1, 5 and 9 were also studied in different hematopoietic cell 
types and other tissues. PDE9 is expressed, at significantly higher levels, in K562 cells 
(erythroleukemic cells), reticulocytes and neutrophils than in numerous other cell types 
tested (T98G, colon, mammary, ovary, testicle, liver, skin, spleen, uterus, limphonode). 
Furthermore, the expression of this PDE was even higher in the reticulocytes and 
neutrophils of patients with SCD. In patients on HU therapy, the expression of PDE9 in 
reticulocytes was reversed back to levels similar to those seen in controls. In contrast, 
PDE9 expression in neutrophils was similar in patients on or off HU therapy. Thus, since 
the increase in intracellular levels of cGMP may be important for the production of HbF in 
erythroid cells and also to inhibit leukocyte adhesion, the inhibition of the action of PDE9 
may represent a novel drug target for cell-specific treatment of SCD. 
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A anemia falciforme (AF) é uma desordem autossomica recessiva causada por 
uma mutação de ponto na sexta posição da cadeia polipeptídica da β-globina. Essa mutação 
ocorre no cromossomo 11 e leva à substituição do aminoácido ácido glutâmico pelo 
aminoácido valina formando a hemoglobina S (HbS) (Shiu et al., 2000). Esta, sob 
condições de hipóxia, polimeriza ou seja, ocorre a formação de estruturas tubulares 
constituídas por 14 filamentos de HbS que se dispõem ao redor de um eixo central (Costa, 
2004). A HbS polimerizada resulta em rigidez, deformação e diminuição da flexibilidade 
das hemácias, as quais são impedidas de transitarem livremente e por isso agregam-se na 
micro-circulação. Tal fato dificulta o transporte de oxigênio e culmina em crises 
vasoclusivas - a maior causa das dores e mortalidade dos pacientes que possuem anemia 
falciforme (Nahavandi et al., 2000). A figura 1 representa esses aspectos fisiológicos da 
AF. 
 
 
 
 
 
F 
igura 
 
Figura 1- Fisiopatologia da anemia falciforme (figura extraída Costa in Zago, 2004). 
Estudos mostram que hemácias falciformes aderem-se ao endotélio vascular por 
meio de algumas moléculas de adesão como VCAM-1, CD36, ou através de integrinas 
como VLA-4 (Solovey et al., 2001). Além dos eritrócitos, as plaquetas também contribuem 
para a vaso-oclusão e os neutrófilos apresentam adesão aumentada para fibronectina e 
endotelina (Fadlon et al., 1998). Dados recentes demonstram que o número de eosinófilos 
apresenta-se aumentado nos pacientes com anemia falciforme e que estes eosinófilos 
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possuem propriedades adesivas elevadas. Essas considerações levam a sugerir que os 
leucócitos também atuam no bloqueio da micro-circulação (Canalli et al., 2004). Blum e 
cols (2005) mostraram que há diferença significante nos níveis das moléculas de adesão  
e-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 entre pacientes com anemia falciforme em crise ou estado 
estável quando comparados aos controles saudáveis. Apenas VCAM-1 está um pouco mais 
expressa nos pacientes em crise do que nos pacientes em estado estável. 
Vários compostos têm sido estudados com o intuito de diminuir as crises  
vaso-oclusivas em pacientes com anemia falciforme. Um dos medicamentos utilizados há 
algum tempo é a hidroxiuréia (HU).  
A HU é um agente quimioterápico que diminui a freqüência de crises  
vaso-oclusivas, síndrome torácica aguda e necessidade de transfusão (Charache et al., 
1995). O tratamento com essa droga também reduz a contagem de neutrófilos já que os 
altos níveis de células brancas são um indicativo de eventos adversos encontrados em 
pacientes com anemia falciforme (Castro et al., 1994). Assim, a HU vem sendo utilizada 
com sucesso no tratamento da anemia falciforme. Seus efeitos benéficos são atribuídos à 
habilidade que ela possui em aumentar a produção de hemoglobina fetal (HbF)  
(Charache et al., 1995).  
A HbF está presente durante a vida embrionária e estudos recentes mostraram 
que há uma redução nos níveis de RNAm de γ-globina e HbF, além da mistura de 
hemoglobina fetal e adulta no período tardio de desenvolvimento fetal, sugerindo que a 
troca da HbF pela HbS está quase na metade no momento do nascimento e provavelmente 
algum passo no período pós-natal (por exemplo a respiração ou algum outro estímulo que 
ocorre durante o nascimento) desencadeia o silenciamento do gene que codifica γ-globina 
(Oneal et al., 2006). Existem dados que mostram que crianças falciformes apresentam um 
atraso na troca de γ por β globina, chegando a apresentar em média 9% de HbF aos 2 anos 
(Pace & Zein,  2006). Entender a causa desse silenciamento do gene γ-globina ou o atraso 
na troca de γ por β-globina é um passo importante, uma vez que a HbF, em alta 
concentração, evita a polimerização da HbS (Boyd & Neldner, 1991), reduzindo a 
freqüência de crises vaso-oclusivas e conseqüentemente, diminuindo as taxas de 
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hospitalizações. Estudos realizados com pacientes que apresentavam anemia falciforme e 
persistência hereditária de HbF possuíam sintomas clínicos menos dramáticos  
(Jacob & Raper, 1958). Os mecanismos pelos quais a HU induz o aumento de HbF e reduz 
a contagem de células brancas é mediado pela inativação de um radical tirosil em 
ribonuclease reductase (Lassmann et al., 1992), um efeito que poderia ser mediado por 
óxido nítrico (NO) (Lepoivre et al., 1994) e nitrovasodilatadores (Bundy et al., 1999). 
Recentemente o NO, um gás solúvel com meia vida de alguns segundos, 
tornou-se uma substância de grande interesse devido principalmente aos seus efeitos 
benéficos na manutenção do tônus muscular, prevenção da agregação plaquetária (através 
do aumento de GMPc e diminuição do Ca2+ intraplaquetário) (Nathan, 1992), inibição da 
adesão de monócitos e neutrófilos ao endotélio vascular (doadores de NO tem-se mostrado 
potentes inibidores de moléculas de adesão vascular (VCAM-1), moléculas de adesão 
intercelular (ICAM) e citocínas) aumentando assim, o fluxo sanguíneo na micro-circulação 
(Dusse et al., 2003). Existem estudos demonstrando que ao inalar baixas concentrações de 
NO ocorre um aumento na afinidade do O2 pela HbS (Head et al., 1997), sugerindo assim 
mais um efeito benéfico do NO. 
Trabalhos mostram que a HU, quando oxidada, produz moléculas de NO tanto 
in vitro quanto in vivo (Gladwin & Schechter, 2001; Gladwin et al., 2002). Produtos da 
reação de oxidação do NO (nitrato, nitrito e hemoglobina nitrosilada) foram medidos em 
alguns pacientes e os níveis obtidos encontram-se bastante elevados após a ingestão da HU 
(Cokic et al., 2003) levando-nos a acreditar que a HU pode estar envolvida no aumento de 
NO. Além disso, durante crises vaso-oclusivas, elevados níveis de metabólitos de NO 
foram associados com a diminuição nas crises de dor, sugerindo que o aumento na 
atividade do NO pode estar relacionado à suavização nas crises vaso-oclusivas  
(Lopez et al., 1996). Outros dados mostram que as concentrações de NO e L-arginina 
(precursor de NO quando oxidada pela enzima NOS nas células endoteliais) parecem ser 
baixas durante crises vaso-oclusivas e os níveis voltam a aumentar após a crise  
(Nahavandi et al., 2000). Um outro estudo de Nahavandi e cols (2002) mostrou que 
pacientes com anemia falciforme, submetidos ao tratamento com HU, apresentam elevados 
níveis sangüíneos de NO, GMPc e HbF sugerindo que a HU deva aumentar a concentração 
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de HbF via GMPc. Existem pesquisadores que indicaram a administração oral de  
L-arginina (uma vez que ela hipoteticamente aumenta a biodisponibilidade de NO) para 
correção de deficiência desse aminoácido no plasma observada em pacientes com AF 
(Morris et al., 2000). No entanto, estudos pilotos estão mostrando que a arginina sozinha 
não é capaz de aumentar a concentração de NO em pacientes com AF porém, há evidências 
que tal fato ocorre quando administrado em conjunto com a HU (Mack & Kato, 2006). É 
certo que novos estudos devem ser desenvolvidos no intuito de desvendar os mecanismos 
de ação da L-arginina e do NO. 
Do ponto de vista molecular, sabe-se que o NO ativa a enzima guanilato ciclase 
solúvel (GCs) ligando-se ao ferro do grupo heme desta enzima que, por sua vez, catalisa a 
conversão de guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclica (GMPc). Esta 
molécula atua como um segundo mensageiro diminuindo a concentração de cálcio 
intracelular nos músculos lisos e provocando, por exemplo, relaxamento muscular, inibição 
da adesão plaquetária, liberação de neurotransmissor, secreção hormonal, etc.  
(Murad, 1994; Dusse et al., 2003). Além disso, a GCs ativa a transcrição do gene γ-globina 
em linhagem eritróide de K562 e em eritroblastos primário através da fosfoquinase G 
(PKG) (Ikuta et al., 2001), resultando num aumento de HbF. Inoue e cols (2004) 
demonstraram num recente trabalho que o GMPc atua também inibindo a atividade da 
fosfodiesterase 3 (PDE3), implicando em um aumento da concentração intracelular de 
AMPc e, conseqüentemente, na ativação da via AMPc-PKA. Dados sugerem que esta via 
atua como um mecanismo de regulação negativa para a expressão do gene γ-globina. Na 
figura 2 está melhor exemplificado o metabolismo do NO. 
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Metabolismo do NO 
 
Figura 2- Metabolismo do NO (Ikuta et al., 2001; modificado). 
 
Recentemente, foi demonstrado que pacientes com anemia falciforme 
apresentam elevados níveis de GMPc intraeritrocitário que correlatam com os níveis de 
HbF presentes nesses pacientes. Esse aumento pode ser conseqüência de uma crescente 
atividade da GCs e pode refletir em um mecanismo para aumentar a produção de γ-globina 
em pacientes falciformes (Conran et al., 2004). 
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Sabe-se que os níveis intracelulares de AMPc e GMPc são fortemente 
controlados por 2 mecanismos: taxa de síntese da adenilil ciclase (AC) e GCs 
respectivamente, em resposta à sinais extracelulares, ou pela taxa de hidrólise da ponta 3’ 
fosfodiesterase do AMPc ou GMPc pelas fosfodiesterases (PDE) inativando os 
nucleotídeos cíclicos (Matsumoto et al., 2003). A figura 3 ilustra a estrutura de uma 
molécula de AMPc e a ponta 3’ hidrolisada pelo PDE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3- Esquema de uma molécula de AMPc e a ponta 3’ hidrolizada pelo PDE  
(Bender & Beavo, 2006). 
 
No início da década de 70 começaram a aparecer os primeiros trabalhos com a 
super família de enzimas PDE. Desde então, foram descritas 11 famílias distintas de PDEs 
(apresentadas na tabela 1) que participam de vias de transdução de sinais. Três outras 
diferentes famílias de PDEs já foram reportadas, no entanto informações sobre essas 
famílias ainda são bastante escassas (Essayan, 2001). 
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Tabela 1- Relata as famílias de PDE relacionando-as ao nucleotídeo cíclico em que atuam, 
aos inibidores de PDE mais comumente utilizados, ao número de genes de cada 
família e como se dá a regulação (Maurice et al., 2003). 
Família de PDE 
Nucleotídeo 
cíclico 
Inibidores 
Número 
de genes 
Regulação 
PDE1 - Ca2+/CAM dependente AMPc <GMPc Vinpocetina 3 
(+) Ca 2+/CAM 
(-) PKA 
PDE2 AMPc e GMPc EHNA 1 (+) GMPc, PKC 
PDE3 AMPc>GMPc Cilostamida, 
Milrinona, Zardaverina
2 
(+) PKA, PKB 
(-) GMPc 
PDE4 - PDE específico para 
AMPc 
AMPc Rolipram, Zardaverina 4 
(+) PKA, ERK 
(-) ERK, Caspases 
PDE5 - PDE específico para 
GMPc 
GMPc 
Zaprinast, Sildenafil, 
Vardenafil, Taladafil 
1 
(+) GMPc, PKG, 
PKA 
(-) Caspases 
PDE6 - PDE específico para 
GMPc fotoreceptor 
GMPc 
Zaprinast, Sildenafil, 
Dipyridamol 
3 
(+) trasnsducina 
(-)GMPc, 
subunidades γ e∆ 
PDE7 - PDE específico para 
AMPc 
AMPc IBMX, Dipyridamol 2 (+/-) PKA 
PDE8 - PDE específico para 
AMPc 
AMPc Dipyridamol 2  
PDE9 - PDE específico para 
GMPc 
GMPc Zaprinast 1  
PDE10 AMPc<GMPc Dipyridamol 1 (-) AMPc 
PDE11 AMPc e GMPc 
Zaprinast, 
Dipyridamol, Taladafil
1  
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A maioria das famílias de PDE apresenta mais de um gene, totalizando  
21 diferentes produtos gênicos. Entretanto há muito mais do que 21 RNAm ou proteínas 
transcritas desses genes devido ao uso de sítios alternativos de iniciação da transcrição e 
“splicing” alternativos das moléculas de RNAm precursoras da PDE. Assim, estima-se que 
possam existir mais de 100 produtos diferentes de RNAm, a maioria dos quais podem ser 
traduzidos em diferentes proteínas (Essayan, 2001; Bender & Beavo, 2006). 
Hoje em dia sabe-se que um único tipo celular pode expressar diferentes PDEs 
e também a natureza e localização dessas PDEs podem ser o principal fator regulador da 
concentração local de GMPc e AMPc no interior da célula. Além disso, há crescentes 
evidências de que a maioria dessas PDEs está estritamente conectada com diferentes 
funções biológicas do corpo e provavelmente também com diferentes condições patológicas 
(Bender & Beavo, 2006). 
As PDEs são compostas por 3 largos domínios funcionais: um domínio 
regulador N-terminal, um domínio catalítico central e um domínio regulador C-terminal. O 
domínio catalítico é bastante homólogo entre as diferentes famílias (>50% de identidade 
seqüencial em nível de aminoácido). Os domínios N e C-terminal apresentam uma 
homologia moderada entre as famílias (Essayan, 2001).  
Estudos in vitro mostraram que os neutrófilos apresentam predominantemente 
PDE4 e os inibidores dessa PDE diminuem a regulação das funções celulares e 
desencadeiam sinais pró-apoptóticos nos neutrófilos (Essayan, 2001). 
Os inibidores de PDE bloqueiam a capacidade de hidrolisar que as PDEs 
apresentam causando um acúmulo de nucleotídeo cíclico correspondente ao tipo de inibidor 
utilizado. Esses inibidores de PDE têm sido avaliados como potenciais anti-depressivos, 
agentes anti-inflamatórios, agentes anti-apoptóticos, agentes anti-proliferativos, agentes 
anti-hipertensivos e cardiovasculares. Uma das razões mais importantes pela qual essas 
PDEs foram reconhecidas como sendo um bom alvo terapêutico foi devido ao fato de 
existirem diferentes isoformas. Assim sendo, a terapia poderia ser mais específica  
(Bender & Beavo, 2006). Até o momento o desenvolvimento clínico de inibidores de PDE 
específicos estão focalizados nas PDEs 3, 4 e 5 (Essayan, 2001).  
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Um dos inibidores de PDE utilizado como medicamento e um bom exemplo é o 
citrato de sildenafil (Viagra®) que inibe a PDE5, responsável pela hidrólise do GMPc. 
Assim, esse medicamento mantém elevados níveis de GMPc, que permitem o relaxamento 
da musculatura lisa do corpo carvenoso, o aumento do influxo de sangue e 
conseqüentemente facilita a ereção peniana (Dusse et al., 2003).  
Existem casos na literatura onde esse mesmo medicamento foi utilizado com 
sucesso no tratamento de outras doenças como, por exemplo, hipertensão pulmonar sendo 
um eficaz vasodilatador pulmonar (Cea-Calvo et al., 2003) ou até mesmo após cirurgias de 
próstata, tratamento de ejaculação precoce ou combinado com outras terapias  
(Mitka, 2003). 
Tendo em vista que o único tratamento para pacientes com anemia falciforme 
disponível até hoje é com a hidroxiuréia e nem todos os pacientes respondem positivamente 
a esse medicamento, torna-se necessário o desenvolvimento de novos estudos com o intuito 
de desvendar os mecanismos de ação do NO e baseando-se na forma de atuação da PDE5, 
procuramos definir qual família de PDE estaria atuando na degradação do GMPc dos 
eritrócitos e também utilizamos algumas drogas inibidoras destas PDEs (que já estão 
disponíveis comercialmente) para tentar aumentar a produção de γ-globina e 
conseqüentemente, HbF em cultura de células eritróides. Após identificar aumento de 
GMPc nos leucócitos possivelmente relacionado à adesão dos mesmos, percebemos que 
caracterizar essas PDEs nos neutrófilos seria também bastante interessante. 
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2- OBJETIVOS 
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Objetivos gerais 
Elucidar as famílias de PDE envolvidas na degradação do GMPc nas células 
hematopoéticas e utilizar drogas inibidoras de PDEs para induzir o aumento da expressão 
de γ-globina em células de linhagem eritroleucêmicas (K562)  
 
Objetivos específicos 
1. Avaliação da expressão relativa de diferentes PDEs em reticulócitos e 
neutrófilos de indivíduos saudáveis e pacientes falciformes com ou sem 
terapia com HU, utilizando PCR em tempo real. 
2. Avaliação da expressão relativa de diferentes PDEs em diferentes tecidos 
utilizando PCR em tempo real. 
3. Utilização de diferentes drogas inibidoras de PDEs (vinpocetina, sildenafil, 
dipiridamol e zaprinast) em culturas de células K562. Quantificação da 
concentração de GMPc nessas células por ELISA e avaliação da expressão 
relativa de γ-globina nessas células por PCR em tempo real. 
4. Utilização do ativador de guanilato ciclase (BAY41-2272) em culturas de 
células K562. Quantificação da concentração de GMPc nessas células por 
ELISA e avaliação da expressão relativa de γ-globina nessas células por 
PCR em tempo real. 
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    3- CASUÍSTICA, MATERIAIS E  MÉTODOS 
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3.1- Casuística 
Pacientes e controles 
Foram selecionados pacientes com anemia falciforme homozigota (SS) 
diagnosticados pelo Hemocentro da UNICAMP, utilizando os métodos de eletroforese de 
hemoglobina e cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) (VARIANTTM; Bio-Rad 
Laboratoryes, Hercules, CA, EUA). Foram coletados 4ml de amostra de sangue periférico 
de 16 pacientes com anemia falciforme. Os pacientes, com idade entre 18-50 anos, estavam 
em fase estável, na ausência de infecção ou processos inflamatórios e sem transfusão prévia 
por pelo menos 3 meses. O tratamento dos pacientes que fizeram parte do grupo de estudo 
com terapia de HU, deveria consistir em uma dosagem de 20-30 mg/kg/dia por pelo menos 
3 meses. Amostras de sangue periférico de indivíduos saudáveis foram utilizadas como 
controles. Este grupo foi composto por doadores voluntários de sangue do Hemocentro da 
Unicamp, com idade entre 18-50 anos, não sendo heterozigoto para HbS. Os indivíduos 
(pacientes e controles) assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.  
Aspectos éticos da pesquisa 
Este estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 
Ciências Médicas da UNICAMP – CEP em 21/10/2004 e homologado na XII Reunião 
ordinária do CEP/FCM, em 14/12/2004 (registro CEP: 576/2004). O Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que foi assinado por todos os participantes 
desse estudo, também foi aprovado pelo conselho citado. 
 
3.2- Separação de reticulócitos 
A separação de reticulócitos foi realizada coletando-se amostras de sangue 
periférico (4ml) em tubo contendo EDTA. Centrifugou-se por 10 minutos à 1700g para 
remoção do plasma e buffy coat. Às células restantes foi adicionado cinco vezes o volume 
de uma solução de lise (5 volumes de 0,144M NH4Cl e 0,5 volume de 0,011M NH4HCO3), 
sendo mantidas em gelo com agitação a cada 5 minutos durante um período de 30 minutos. 
Em seguida, foi centrifugado a 1700g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para 
outro tubo e neste adicionado-se 0,1 volume de solução 1,5M sucrose-KCl. O tubo foi 
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centrifugado à 4800g por 20 minutos e em seguida o sobrenadante foi transferido para um 
tubo limpo com 700µl de acido acético 10%. Centrifugou-se novamente a 4800g por 20 
minutos para precipitação dos reticulócitos. O sobrenadante foi desprezado e ao pellet foi 
adicionado cerca de 1ml de TRIzol (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EUA), o qual rompe 
as células dissolvendo os componentes celulares sem comprometer a integridade do RNA. 
3.3- Separação dos neutrófilos 
Essas células foram separadas do sangue periférico coletado em tubos contendo 
EDTA, após centrifugação com duas camadas de Ficoll-Paque cujas densidades eram 
1,077g/l e 1,119g/l. Em seguida, os eritrócitos contaminantes foram retirados com lavagens 
contendo 155mM NH4Cl, 10mM KHCO3. Finalmente, os neutrófilos foram lavados com 
PBS e ressuspensos em TRIzol. 
 
3.4- Preparação das células de tecidos 
Foram obtidas no hospital escola de São Jose do Rio Preto, amostras de tecidos 
provenientes de tumores de ovário e pele e tecidos normais de baço, fígado, linfonodo, 
cólon, útero, mama e testículo. Esses tecidos foram coletados e congelados em  
freezer -80ºC. Em seguida, foram macerados em cadinho estéril com nitrogênio liquido até 
transformarem-se em pó. Por fim, esse pó foi diluído em TRIzol. 
 
3.5- Cultura de K562 
A linhagem de células eritroleucêmica humana, K562, foi cultivada em meio 
DMEM (Gibco-Invitrogen, Grand Island, New York, EUA) suplementado com 10% de 
soro bovino fetal (Gibco-Invitrogen, Grand Island, New York, EUA) e a cada litro de meio 
de cultura adicionaram-se também 2g de bicarbonato de sódio, 0,062g de penicilina  
(Gibco-Invitrogen, Grand Island, New York, EUA), 0,1g de estreptomicina  
(Gibco-Invitrogen, Grand Island, New York, EUA) e 1ml de Fungizona (Gibco-Invitrogen, 
Grand Island, New York, EUA). O pH do meio foi ajustado para 7,0. 
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O cultivo das células foi feito em garrafas apropriadas, na concentração de 
2x107células/100ml de meio de cultura. As garrafas foram mantidas à 37oC, em atmosfera 
úmida, na presença de 5% de CO2.  
Os inibidores de fosfodiesterases utilizados para o tratamento das células 
foram: vinpocetina, citrato de sildenafil, dipiridamol e zaprinast. Além dessas drogas, 
foram realizadas culturas com um estimulador de guanilato ciclase (BAY 41-2272). 
A vinpocetina (Calbiochem, San Diego, CA, EUA), inibidor específico de 
PDE1, foi solubilizada em DMSO (dimetilsulfóxido) e mantida numa concentração estoque 
igual a 100mM. A droga foi adicionada nas garrafas no primeiro dia de cultura de modo 
que a quantidade de droga inserida foi igual a 1µM; 10µM e 50µM. O controle continha 
apenas o solvente da droga (DMSO) numa quantidade igual à necessária acrescentada nas 
garrafas de 50µM de vinpocetina. 
O citrato de sildenafil é um inibidor de PDE 5 e 6. Para a realização das 
culturas, foram adquiridos comprimidos de Viagra® (50mg) (Pfizer, Guarulhos, São Paulo, 
Brasil), os quais foram macerados e diluídos em água autoclavada. A solução foi filtrada 
duas vezes em filtro Millex (Millipore, Bedford, MA, EUA) 0,22µm e a concentração final 
da droga em estoque era igual a 4mg/ml. O sildenafil foi acrescentado nas garrafas no 
primeiro dia da cultura e as concentrações utilizadas foram: 50µg/ml; 100µg/ml e 250µg/ml 
(Sarfati et al., 2003). Nas garrafas controle foi acrescentado apenas água autoclavada. 
Embora grande esforço tenha sido feito com o intuito de adquirir o citrato de sildenafil 
puro, conseguimos apenas o comprimido Viagra®, cujo princípio ativo é o citrato de 
sildenafil.  
O dipiridamol (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA), inibidor inespecífico de 
PDE, foi solubilizado em DMSO e mantido numa concentração igual a 100mg/ml. A droga 
foi adicionada do primeiro ao quarto dia de cultura (a cada 24 horas) nas garrafas de modo 
que a quantidade de droga inserida a cada dia foi igual a 1µg/ml; 10µg/ml e 50µg/ml 
(Bruserud, 1987). O controle continha apenas o solvente da droga (DMSO) numa 
concentração igual a 50µg/ml. 
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O zaprinast (Calbiochem, San Diego, CA, EUA) inibidor inespecífico de PDE, 
também foi diluído em DMSO e mantido numa concentração estoque igual a 1mM. A 
droga foi acrescentada nas garrafas apenas no primeiro dia da cultura e as concentrações 
utilizadas foram: 10µM; 100µM e 1mM. As garrafas controle apresentavam apenas o 
solvente da droga (DMSO) numa quantidade igual à acrescentada nas garrafas de 1mM de 
zaprinast. 
A última droga utilizada, BAY41-2272 (doada gentilmente pelo Dr. Edson 
Antunes, Universidade Estadual de Campinas, Brasil), foi solubilizada em DMSO e 
mantida numa concentração estoque igual a 1µM. Foi acrescentada nas garrafas no 
primeiro dia da cultura e as concentrações utilizadas foram: 30nM, 60nM e 300nM. As 
garrafas controle continham apenas o solvente da droga (DMSO) numa quantidade igual à 
acrescentada nas garrafas de 300nM de BAY41-2272. 
A cada 24 horas, durante cinco dias, foram coletados 50ml do meio contendo 
células tratadas ou controle (aproximadamente 1x107células/dia). Estas foram centrifugadas 
(2100g, 10 minutos, TA), ressuspensas em 1ml de meio de cultura e contadas na câmara de 
Neubauer com a finalidade de saber a viabilidade e a quantidade exata de células que 
seriam utilizadas em cada experimento posterior. Caso houvesse excesso de células, as 
mesmas seriam descartadas e caso faltasse (tal fato nunca ocorreu) mais células seriam 
coletadas. 
Assim, separamos 1x105 células para a preparação de lâminas de citospin; 
5x106 células foram utilizadas para a extração de nucleotídeo cíclico e 5x106 células foram 
ressuspensas em 1ml de TRIzol (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EUA) para a extração de 
RNA. 
 
3.6- Curva de crescimento 
As células normais em cultura apresentam um padrão sigmoidal de atividade 
proliferativa denominada curva de crescimento. Essa curva reflete a adaptação à cultura, as 
condições do ambiente, a disponibilidade do substrato físico e suprimentos de nutrientes 
necessários para promover a produção de novas células (Almeida & Boaventura, 2005). 
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A determinação de uma curva de crescimento é importante para se avaliarem as 
características específicas de uma cultura celular já que o comportamento e a bioquímica 
celular alteram-se significativamente em cada fase da curva e por isso é essencial obter-se o 
controle do estágio em que as células serão coletadas ou quando as drogas serão 
adicionadas. As fases do crescimento celular são: Lag, Log, estacionária ou plateau e de 
declínio ou morte celular. 
Durante a fase Lag o número de células não varia muito, pois não há 
proliferação imediatamente após a adição das células a um meio de cultura. Esse período de 
adaptação em que ocorre pouca e às vezes ausência de proliferação celular estende-se nas 
células K562 por 3 a 4 dias ou seja, quando uma alíquota de células é descongelada em 
meio contendo os nutrientes necessários, ela demora entre 3 a 4 dias para começar a 
proliferar-se. 
A próxima fase, denominada logarítmica (Log) ou exponencial, é aquele 
período durante o qual a multiplicação é máxima e constante. É a fase de maior viabilidade 
e atividade metabólica da população celular e por isso é o período ideal para a realização 
dos experimentos. A duração dessa fase depende da densidade inicial das células, da taxa 
de crescimento celular e da densidade de saturação da linhagem. Todos os experimentos 
com K562 foram iniciados nessa fase de crescimento, onde foi possível determinar também 
que o tempo de dobramento dessas células é de aproximadamente 24 horas. 
A fase estacionária ou plateau é o momento em que há um grande número de 
células e a velocidade de crescimento diminui, período em que o número de morte celular 
tende a ser equivalente ao número de células novas. Essa redução no crescimento normal 
das células não se dá somente devido ao contato entre célula-célula como fator limitante, 
mas também pode envolver a diminuição de nutrientes e fatores de crescimento no meio.  
A última fase da curva de crescimento é a de declínio ou morte celular, 
caracterizada pela redução drástica no número de células, já que a quantidade de células 
mortas excede a de células novas (Almeida & Boaventura, 2005). 
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3.7- Viabilidade celular 
A contagem das células é realizada utilizando-se uma câmara de Neubauer 
(figura 4), que pode ser definida como um slide de vidro que apresenta duas superfícies 
separadas, cada uma é dividida em um grid. Este é composto por 9 quadrados, cada qual 
mede 1mm de lado. Assim, o volume de células determinado por cada quadrado é 
equivalente a 1mm x 1mm x 0,1mm que é igual a 0,1mm3 ou seja, 0,1µl. Logo, uma vez 
que as células existentes em um quadrado tenham sido contadas, o número de células 
contidas em 1ml é igual a este valor multiplicado por 104.  
 
Figura 4- Esquema de uma câmara de Neubauer. 
 
Na contagem de células deve-se, preferencialmente contar os quatro quadrados 
externos e 
nº total de células contadas x 10
realizar uma média dessa contagem para que o resultado seja mais confiável e 
exato. A concentração total de células na suspensão é calculada da seguinte maneira: 
4 x fator de diluição = nº de células/ml 
(Almeida & Boaventura, 2005
número de quadrados contados 
). 
Casuística, Materiais e Métodos 
56
Para calcular a viabilidade celular, geralmente utiliza-se o reagente azul de 
tripano. Células viáveis excluem esse reagente do citoplasma enquanto que as células 
mortas são incapazes de excluí-lo e aparecem azuis. A proporção entre o número de células 
vivas e o total (vivas e mortas) fornecerá uma porcentagem da viabilidade celular. Esse 
procedimento foi realizado para cada garrafa de cultura em cada um dos tempos de coleta. 
No final, foi feita uma média aritmética da viabilidade celular nas culturas de K562 tratadas 
com as diferentes concentrações das drogas nos diferentes tempos de coleta. 
 
3.8- Citospin 
1x105 células foram diluídas em 200µl de meio de cultura e utilizados na 
confecção de duas lâminas previamente preparadas e ajustadas na citocentrífuga  
(Shandon Citospin 3). Em seguida, foram submetidas por 5 minutos a uma centrifugação de 
500g. As lâminas foram secas em temperatura ambiente e coradas pelo Método de 
Leishman – eosina azul de metileno segundo May-Grünwald (Merk) por 15 minutos. As 
lâminas foram visualizadas em microscopia óptica comum, em imersão (aumento de 
1000X) e a morfologia das células foi então analisada. 
 
3.9- Extração e quantificação dos nucleotídeos cíclicos (GMPc)  
Os nucleotídeos cíclicos foram extraídos das células de K562 (5,0x106 células 
em 500µl de meio de cultura) pela adição de 20,5µl de ácido perclórico 78% e em seguida 
as amostras foram centrifugadas à 6000g por 20 minutos. O sobrenadante, contendo as 
nucleotidases cíclicas, foi retirado e neutralizado com hidróxido de potássio 8M. As 
amostras foram guardadas à -80°C até o ensaio. 
A quantificação do GMPc foi realizada utilizando-se o kit: Cyclic GMP EIA Kit 
(Cayman Laboratories, Ann Arbor, MI, EUA). O kit é composto por uma placa contendo 
96 poços pré-revestidos com anticorpo monoclonal de camundongo e uma substância que 
bloqueia a ligação de proteínas inespecíficas. A técnica consiste em incubar a placa com 
acetilcolinesterase ligada ao GMPc, anticorpo específico para GMPc e GMPc livre de 
amostra ou da curva padrão. Num primeiro momento, ocorre a formação de um complexo 
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de ligação entre o anticorpo específico para GMPc e o anticorpo monoclonal de 
camundongo. Em seguida, há uma competição pelo sítio de ligação entre a 
acetilcolinesterase ligada ao GMPc e o GMPc livre. Após incubar a placa, acrescenta-se o 
reagente de Ellman’s, o qual contém um substrato que ativa a acetilcolinesterase e o 
produto dessa reação enzimática é uma substância amarelada, cuja intensidade da cor é 
determinada em um leitor de Elisa. Cores fortes indicam que grande quantidade de 
acetilcolinesterase ligada ao GMPc foi retida nos poços. A quantidade de GMPc livre da 
amostra ou da curva padrão é inversamente proporcional. O ensaio começou a ser 
preparado pela curva padrão, a qual é formada por 8 pontos. A concentração mais alta é 
igual a 3pmol/ml. Os demais pontos sofrem uma diluição de 1:2 entre eles. Tanto a curva 
quanto as amostras continham 500µl e foram acetiladas com 100µl de KOH 4M seguidos 
por 25µl de anidrido acético. Foram agitadas por exatos 15 segundos no vórtex e em 
seguida acrescentou-se mais 25µl de KOH 4M. A acetilação é necessária para que o ensaio 
seja capaz de detectar concentrações de GMPc abaixo de 1pmol/ml. A placa foi montada 
em duplicata e continha os seguintes poços: branco, aderência não específica, aderência 
máxima, atividade total, curva padrão e amostras. Acrescentou-se 50µl de amostra por 
poço, seguidos por 50µl acetilcolinesterase ligada ao GMPc (exceto nos poços de atividade 
total e branco) e finalmente 50µl de antisoro de GMPc (exceto nos poços de atividade total, 
aderência não específica e branco). Após a montagem, a placa foi incubada por 
aproximadamente 18 horas a 4ºC. Em seguida, todo o material da placa foi descartado e a 
mesma foi lavada cinco vezes com um tampão de lavagem (200µl/poço/lavagem). 
Finalmente foram acrescentados 200µl/poço do reagente de Ellman’s, a placa foi coberta 
com papel alumínio e mantida sobre um agitador por aproximadamente 3 horas. A leitura 
da coloração foi realizada no leitor de Elisa Versa Max tunable microplate reader® 
(Molecular Devices) no comprimento de onda igual a 405nm. 
 
3.10- Extração, quantificação e eletroforese de RNAm 
As células, ressuspensas em TRIzol e congeladas a -80ºC, foram mantidas em 
temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos. Em seguida acrescentou-se 200µl 
de clorofórmio (CHCl3) para cada ml de TRIzol, homogeneizou e incubou por 2 a 3 
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minutos em temperatura ambiente. As células foram submetidas a uma centrifugação de 
19000g por 15 minutos, 4°C. A fase aquosa que corresponde à 60% de TRIzol (o RNA está 
nessa fase) foi separada. O próximo passo foi precipitar o RNA com 500µl de isopropanol 
para cada ml de TRIzol e incubar por 10 minutos à temperatura ambiente. O RNA 
precipitado foi centrifugado à 19000g por 10 minutos, 4°C e o pellet foi lavado com álcool 
75% (1ml de álcool para cada ml de TRIzol). Utilizou-se o vórtex para homogeneizar e em 
seguida centrifugou-se à 14000g por 5 minutos, 4°C. O RNA secou por inversão do 
eppendorf e foi dissolvido em água estéril com DEPC. Após a incubação por 10 minutos a 
58-60°C (para inativação de alguma RNAse restante), o RNA foi estocado no freezer -80°C 
até o ensaio. 
A quantificação das amostras de RNA foi realizada através da leitura da 
densidade óptica em um nanodrop no comprimento de ondas igual a 230nm. 
A integridade e a qualidade das amostras de RNA total extraídas das culturas 
foram verificadas através de eletroforese em gel de agarose denaturante 1,2% com 
formaldeído. As amostras com qualidade adequada de RNA apresentavam integras as duas 
subunidades ribossomais: 18S e 28S, como mostra a figura 5. Após a eletroforese, as 
amostras de RNA foram armazenadas no freezer –80ºC. 
      1        2        3       4      5 
 
28S 
18S
 
 
Figura 5- Gel de agarose denaturante 1,2% com formaldeído. 1-5 RNA extraído de células 
K562. Pode-se observar as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A 
visualização das subunidades permite a confirmação da integridade do material. 
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3.11- Síntese de DNA complementar (cDNA) 
As amostras de RNA, extraídas e verificadas como descrito anteriormente, 
foram submetidas à síntese de DNA complementar (cDNA) utilizando-se o kit Superscript 
III RTTM (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EUA). 5µg de RNA (previamente quantificado 
no nanodrop) foram tratados com DNase I (Invitrogen, Rockville, MD, EUA),  
adicionando-se 1µl de 1u/µl Dnase I, 1µl do tampão de reação 10X DNAse I (200mM  
Tris-HCl, 20mM MgCl2, 500mM KCl2) e água suficiente para um volume final de 10µl. A 
reação foi mantida por 15 minutos à temperatura ambiente e paralisada com 1µl de 25mM 
EDTA, incubando-se por 5 minutos à 65ºC. 
Para síntese do cDNA foi adicionado a seguir 1µl de 50µM oligodT e 1µl de 
10mM dNTP’s. As amostras foram incubadas por 5 minutos à 65oC, seguidos por 1 minuto 
à 4oC. A cada amostra foram adicionados os seguintes reagentes: 4µl de 5X RT buffer, 1µl 
de 0,1M DTT, 1µl de 40U/µl RNaseOUTTM e 1µl de 200U/µl Superscript III RTTM. A 
reação de amplificação ocorreu por 50 minutos à 50oC, seguindo-se 15 minutos à 70oC.  
A síntese do cDNA foi verificada por meio de PCR para amplificação do gene 
da β-actina (BAC). Para as reações foram necessários: 5µl de 10X tampão Taq polimerase, 
1µl de 50mM MgCl2, 1µl de 10mM dNTP´s, 1µl de 10mM primer BACF  
(5' – AAGAGATGGCCACGGCTGCT - 3'), 1µl de 10mM primer BACR  
(5' – TCGCTCCAACCGACTGCTGT - 3'), 0,5µl de 5U/µl Taq polimerase, 1µl de cDNA 
(aproximadamente 50ng) e 39,5µl de água, para um volume final de 50µl. O programa foi 
iniciado por 95ºC/2minutos, seguindo-se 30 ciclos: 95ºC/30segundos – 50ºC/45segundos – 
72ºC/1minuto, sendo finalizado por 72ºC/7minutos. Os produtos obtidos foram submetidos 
à eletroforese em gel de agarose 1% para verificação da amplificação de uma banda com 
640pb, como ilustra a figura 6. 
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1       2       3        4       5 
 
640pb 
Figura 6- Gel de agarose 1% para verificação de síntese de DNA complementar por reação 
em cadeia da polimerase para amplificação do gene β-actina: 1- λ-Hind 2-5- 
amplificações de 640pb obtidas utilizando-se como molde RNA de K562. 
 
3.12- PCR quantitativa em tempo real 
3.12.1-Princípios da técnica 
Após quantificação em nanodrop (ND-1000; Nanodrop Technologies Inc., 
Wilmington, DE, EUA), alíquotas de cDNA foram utilizadas como molde em reações de 
PCR quantitativa em tempo real. A técnica consiste no monitoramento óptico da 
fluorescência emitida durante a reação de PCR (Higuchi et al., 1993), através da ligação de 
uma sonda específica ou um corante, na fita recém sintetizada. 
As reações, feitas sempre em duplicata, foram realizadas utilizando-se o 
reagente SyberGreen PCR Master Mix® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), que 
além de conter todos os reagentes necessários para a PCR (dNTP´s, MgCl2, tampão, Taq 
Ampli-Gold), contém o corante SYBRGreen, componente intercalante de dupla fita. Além 
disso, utilizaram-se também amostra de cDNA e primers específicos para o gene analisado. 
Em todos os casos foram feitos controles negativos, contendo água estéril em substituição à 
amostra. As reações foram preparadas em placas de 96 poços (Applied Biosystems, Foster 
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City, CA, EUA) com tampas plásticas que permitem a passagem de luz. O programa foi 
iniciado por 95ºC/10minutos, seguindo-se 45 ciclos: 95ºC/15segundos – 60ºC/1minuto. 
A detecção da amplificação em tempo real foi realizada no equipamento ABI 
5700 Sequence Detector System® (Applied Biosystems) e os resultados foram apresentados 
pelo programa GeneAmp® 5700 SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em 
gráficos de fluorescência versus número de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescência 
acima do limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct. 
Quanto maior a expressão de um gene, ou seja, quanto mais cópias existirem no início da 
reação, mais precocemente ocorre a amplificação e, conseqüentemente menor é o Ct. A 
figura 7 ilustra uma curva de amplificação do PCR em tempo real. 
 
 
 
 
 
 
 
Threshold 
GAPDH γ-globina
Β-actina 
Figura 7- Curva de amplificação do PCR quantitativo em tempo real. É possível observar 
as curvas de amplificação dos genes: γ-globina, GAPDH e β-actina. 
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3.12.2- Padronizações necessárias 
De acordo com o gene escolhido para análise foram necessárias padronizações 
para realização das reações, descritas a seguir. 
- Desenhos dos primers 
Os primers utilizados nas reações foram desenhados com o uso do programa 
Primer ExpressTM (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), analisados no programa 
Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para verificação de sua especificidade e do programa 
GeneRunner (Hastings Software) para verificação das condições de formação de estruturas 
como hairpins e dimers. Sempre que possível os primers forward e reverse foram 
desenhados em éxons separados, de forma a se detectar uma eventual contaminação com 
DNA genômico (amplificação do íntron entre os éxons aumentaria o tamanho do produto 
amplificado). Na tabela 2 estão descritas as seqüências dos primers desenhados. 
- Especificidade de amplificação 
Após serem eluídos em ambiente estéril e quantificados no nanodrop, os 
primers foram utilizados em PCR convencional que simulou os ciclos de temperatura da 
PCR quantitativa em tempo real, para verificação de amplificação nítida e específica, de 
tamanho esperado. A reação realizada foi: 5µl de 10X tampão Taq polimerase, 2µl de 
50mM MgCl2, 1µl de 10mM dNTP´s, 1µl de 10mM primer, 1µl de 10mM primer, 0,2µl de 
5U/µl Taq polimerase, 1µl de cDNA (aproximadamente 50ng) e 38,8µl de água, para um 
volume final de 50,0µl. Os produtos foram visualizados após eletroforese em gel de  
agarose 3%. 
Já na reação em tempo real a especificidade pode ser verificada pela 
temperatura de denaturação do produto amplificado, que depende de seu tamanho e 
constituição de nucleotídeos. Teoricamente a temperatura foi predita pelo programa 
“Primer Express” (Applied Biosystems), e experimentalmente foi determinada ao final do 
programa de amplificação, com aumento gradativo de temperatura de 60ºC a 95ºC. A 
temperatura de denaturação é aquela em que se observou queda brusca da fluorescência, 
ocasionada pela separação das duas fitas e liberação do intercalante. 
Casuística, Materiais e Métodos 
63
- Concentração de primer 
A seguir, foi padronizada a concentração ótima de primer a ser utilizada na 
PCR quantitativa em tempo real, que deve ser a mínima incapaz de permite a variação do 
Ct. Utilizando a mesma quantidade de amostra foram feitas reações contendo cada um dos 
primers (forward e reverse) na concentração final de 150nM, 300nM, 600nM ou 900nM. 
Considerando-se que foi utilizada a mesma quantidade de amostra em todas as reações, os 
Cts não deveriam variar. Se o aumento da concentração de primer ocasionou diminuição de 
Ct, a quantidade deste reagente na reação ainda era insuficiente. Assim, a concentração 
ótima escolhida foi a mínima, associada ao menor Ct. Na tabela 2 estão descritas as 
concentrações ótimas que devem ser utilizadas com cada primer. 
- Eficiência de reação 
Utilizando a concentração ótima de primer foi determinada então a eficiência 
da reação. Para tanto são feitas reações com seis diluições conhecidas de amostra, em 
escala logarítmica: 2ng (2x100), 6,32ng (2x100,5), 20ng (2x101), 63,2ng (2x101,5), 200ng 
(2x102), 632ng (2x102,5). Além disso, foi feita também uma reação contendo quantidade 
intermediária de amostra, 120ng, perfazendo 7 reações. Os resultados são utilizados para 
construção de uma curva padrão Ct versus quantidade de amostra. A eficiência de 
amplificação é obtida a partir da fórmula E = 10(-1/slope), onde slope corresponde ao 
coeficiente de inclinação da reta (Meijerink et al, 2001), dado pelo programa GeneAmp® 
5700 SDS (Applied Biosystems). Na figura 8 estão demonstradas as curvas de eficiência 
para os primers utilizados nesse estudo. 
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Tabela 2- Condições das PCR quantitativas em tempo real: seqüências dos primers, 
concentrações ótimas em que devem ser utilizados e eficiências das reações de 
amplificação de cada um dos genes selecionados para análise. 
Genes Seqüência do primers Concentração ótima Eficiência de reação 
BAC 
F – 5’ AGGCCAACCGCGAGAAG 3’ 
R – 5’ ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 3’ 
150 nM 100% 
GAPDH 
F – 5’ GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 3’ 
R – 5’ CCACTTGATTTTGGAGGGATCT 3’ 
300 nM 100% 
γ-globina 
F – 5’ CCAGCTGAGTGAACTGACCTGT 3’ 
R – 5’ ACGGTCACCAGCACATTTCC 3’ 
150nM 100% 
PDE1 
F – 5’ AGCCGAAACTTCTTCCTATGTGG 3’ 
R – 5’TGATCGTCTTAGTGCATCAGCAA 3’ 
300nM 99,7% 
PDE5 
F – 5’TGCAAGTTGGGTTCATAGATGC 3’ 
R – 5’ TGCAGCCATCTAGCAAAGGG 3’ 
150nM 99,8% 
PDE6 
F – 5’ GCTGATGAGTACGATGCCAAGAT 3’ 
R – 5’ CCGGCTGATTTCCTGCG 3’ 
150nM 100% 
PDE9 
F – 5’ GGCCACCGAGAAGTCCAGA 3’ 
R – 5’ CCCGCTTTCCTCAGGCA 3’ 
150nM 100% 
PDE10 
F – 5’ CGTGGCCATTCCCTGCTATAC 3’ 
R – 5’TCCCACCTGAGATTATCCCTG 3’ 
150nM 100% 
PDE11 
F – 5’ CGTGACCAAACCGTGGGA 3’ 
R – 5’ TCCCGATCTCCTTGTTCGAA 3’ 
150nM 100% 
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Figura 8- Análise das eficiências de amplificação dos primers utilizados. (A) PDE1; (B) 
PDE5; (C) PDE6; (D) PDE9; (E) PDE10; (F) PDE11. 
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3.12.3- Reações 
Após realizar as devidas padronizações, as reações foram preparadas com 
12,5µl do reagente SyberGreen PCR Master Mix® (Applied Biosystems), 1ng da amostra 
de cDNA e a concentração ótima de primer determinada, perfazendo um volume final de 
25µl. O gene de interesse analisado nas culturas de células foi γ-globina. Também 
analisamos os genes que codificam as PDEs 1, 5, 6, 9, 10 e 11 em diversos tipos celulares. 
Como calibradores utilizamos BAC e GAPDH (já padronizados em nosso laboratório). 
 
3.12.4- Análise dos dados 
A expressão dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, sendo 
normalizada com relação a genes chamados calibradores. Estes são genes cuja expressão é 
dita constitutiva ou seja, apresentam pouca variação entre diversas condições. No entanto, 
diversos trabalhos demonstram que a expressão desses genes pode variar 
consideravelmente (Vandesompele et al., 2002). Sendo a PCR quantitativa em tempo real 
uma técnica tão sensível e precisa, é recomendado o uso de múltiplos genes calibradores 
(Vandesompele et al., 2002). Para tanto, após exportação dos valores de Ct obtidos para 
uma planilha Excel (Microsoft Corporation), foi calculada média aritmética do Ct das 
duplicatas. A seguir foi obtida a quantidade da expressão (Q), por meio da fórmula  
Q = E∆Ct, onde E = eficiência de reação e ∆Ct = menor Ct observado – Ct da amostra. Desta 
forma a expressão foi relacionada à amostra que apresentou maior expressão (menor Ct 
observado), que recebeu valor Q=1. Os valores Q dos genes calibradores de cada amostra 
foram submetidos ao programa geNorm (Vandesompele et al., 2002), que calcula a média 
geométrica entre eles, valor este denominado Fator de Normalização da amostra. A 
expressão normalizada de um dado gene de interesse em uma determinada amostra é dada 
pela razão entre o valor Q do gene de interesse da amostra e o Fator de Normalização da 
amostra. 
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3.13- Análise estatística 
Os valores estão expressos como média + erro da média (SEM). Diferenças 
entre as células de K562 tratadas ou não com as drogas foram analisadas utilizando-se o 
teste t pareado. Comparações entre populações de pacientes foram realizadas utilizando-se 
o teste t não pareado ou t-test Welch corrigido dependendo se as populações apresentavam 
ou não variação muito grande nos desvios. Os cálculos foram efetuados no programa 
GRAPHPAD INSTAT (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). P valor menor que 
0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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4- RESULTADOS 
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1- Cultura de células K562 tratadas com vinpocetina – Capacidade de aumentar 
intracelularmente a [GMPc] e a expressão de γ-globina 
Foram realizadas quatro culturas com células K562 tratadas com o inibidor 
específico de PDE1, vinpocetina, como descrito anteriormente. A cada 24 horas foram 
coletadas 1x107 células e separadas para os próximos experimentos (citospin, extração de 
nucleotídeos cíclicos e extração de RNA). 
Analisando-se a viabilidade celular, pudemos perceber que esta não variou 
muito com relação às diferentes concentrações de droga utilizadas e os diferentes tempos de 
coleta. Detalhes podem ser observados no gráfico 1: 
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Gráfico 1- Efeito do inibidor de PDE1, vinpocetina, na viabilidade celular. Células K562 
tratadas com 1, 10 e 50µM de vinpocetina durante 96 horas de cultura. P>0,05; 
comparado ao controle do tempo analisado; teste t-pareado, n=4. 
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Todos os experimentos com K562 foram iniciados na fase log de crescimento, 
onde foi possível determinar também que o tempo de dobramento dessas células é de 
aproximadamente 24 horas. Nas células tratadas com vinpocetina observamos que elas 
permanecem na fase log até 48 horas de cultura e após esse período, provavelmente devido 
ao saturamento do meio de cultura, essas células passam para a fase estacionária onde 
permanecem até o final do experimento com 96 horas de cultura. Testes estatísticos 
mostraram que não há queda significativa na viabilidade celular das células K562 tratadas 
com as três diferentes concentrações de vinpocetina em todos os tempos de coleta. Esses 
testes foram realizados utilizando-se como controle as amostras que foram cultivadas em 
meio contendo apenas o diluente da droga no caso, DMSO. 
A análise das lâminas de citospin mostrou que a morfologia celular manteve-se 
constante durante todo o tratamento com vinpocetina, ou seja, as células mantiveram-se 
arredondadas, com um tamanho relativamente grande, núcleo grande e condensado 
ocupando a maior parte do volume citoplasmático (figura 9H). 
O GMPc foi extraído das amostras de acordo com o método descrito 
anteriormente e quantificado utilizando-se um kit de quantificação de GMPc. Os resultados 
obtidos estão plotados no gráfico 2. 
A droga não foi capaz de aumentar os níveis de GMPc de forma harmônica. 
Houve apenas alguns picos de aumento significativo de GMPc nas células tratadas com 
1µM de vinpocetina durante 24 e 96 horas de cultura. Também foi possível observar um 
aumento significativo desse nucleotídeo cíclico nas células tratadas 50µM de vinpocetina 
após 72 horas de tratamento.  
As amostras diluídas no TRIzol tiveram seus RNAs extraídos e transcritos em 
cDNA de acordo com o protocolo descrito nos métodos. Em seguida, foi realizado um 
experimento de PCR em tempo real para verificar a expressão do gene γ-globina relativa 
aos calibradores β-actina e GAPDH. Os resultados obtidos estão ilustrados no gráfico 3. 
Como é possível observar no gráfico, não houve aumento significativo no nível 
de expressão relativa de γ-globina, nas células K562 tratadas com vinpocetina em nenhuma 
das concentrações testadas (teste t pareado). Assim sendo, embora tenha ocorrido um 
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aumento no nível de GMPc em alguns pontos das células tratadas com essa droga, este não 
foi capaz de induzir a expressão de γ-globina. 
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Gráfico 2- Efeito do inibidor de PDE1, vinpocetina, na [GMPc] em células K562. Células 
tratadas com 1, 10 e 50µM de vinpocetina, os níveis de GMPc foram medidos 
por ELISA durante um período de 96 horas de cultura. * p<0,05; ** p<0,005; 
comparado ao controle do tempo analisado, teste t-pareado, n=4. 
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Gráfico 3- Efeito do inibidor de PDE1, vinpocetina, na expressão de γ-globina em células 
K562. Nível de expressão gênica de γ-globina, relativa à expressão de β-actina 
e GAPDH, em células tratadas com 1, 10 e 50µM de vinpocetina durante 96 
horas de cultura. P>0,05; comparado ao controle do tempo analisado, teste  
t-pareado, n=4. 
 
2- Culturas de células K562 tratadas com sildenafil – Capacidade de aumentar 
intracelularmente a [GMPc] e a expressão de γ-globina 
Também foram realizadas quatro culturas com células K562 tratadas com o 
inibidor específico de PDE5 e 6, citrato de sildenafil. Os resultados obtidos da viabilidade 
celular estão demonstrados no gráfico 4: 
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Gráfico 4- Efeito do inibidor de PDE5 e 6, sildenafil, na viabilidade celular. Células K562 
tratadas com 50, 100 e 250µg/ml de sildenafil durante 96 horas de cultura. * 
p<0,05; comparado ao controle do tempo analisado, teste t-pareado, n=4. 
 
As células controles (receberam apenas água – diluente do comprimido) 
apresentaram um perfil de crescimento em fase log no início do experimento até o ponto de 
coleta de 48 horas e depois permaneceram até o final do experimento na fase estacionária. 
Já as células tratadas com 50 e 100µg/ml de sildenafil permaneceram na fase log apenas até 
o tempo de coleta de 24 horas e em seguida entraram em estado estacionário e assim 
permaneceram até o final do experimento. Diferentemente, as células tratadas com 
250µg/ml de sildenafil, que estavam no mesmo estágio log de crescimento das demais 
células no início do experimento, entram na fase estacionária a partir do tempo de coleta de 
24 horas e assim permaneceram até o final do experimento (96 horas) sem entrar em fase de 
declínio. Realizando-se testes estatísticos, percebemos que essas células (tratadas com a 
maior concentração da droga) sofreram queda da viabilidade celular, a qual pode ter sido 
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ocasionada devido aos excipientes do comprimido Viagra®, que estavam muito presentes 
nas garrafas de maior concentração de droga. 
Ao analisar as lâminas de citospin foi possível observar que a morfologia 
celular manteve-se normal e constante apenas no controle. As células tratadas com 50µg/ml 
de sildenafil já apresentaram alterações com 24 horas de tratamento. Estas células possuíam 
um núcleo aparentemente descondensado com uma cromatina granulada. Essas 
características se mantiveram com 48 e 72 horas de tratamento (figura 9E e F). As células 
que receberam 100µg/ml de sildenafil também possuíam uma alteração na cromatina da 
mesma forma que as células tratadas com 50µg/ml de sildenafil, além disso, algumas dessas 
células também apresentaram uma discreta diminuição do volume corpuscular. Essas 
características foram observadas a partir de 24 horas de tratamento até 72 horas. É 
interessante notar que juntamente com o princípio ativo do comprimido Viagra®, as células 
também receberam uma relativa quantidade de excipientes que os filtros não foram capazes 
de reter. Assim sendo, essas alterações morfológicas encontradas nas células tratadas com 
50µg/ml e 100µg/ml de sildenafil podem ser explicadas pela presença desses excipientes ou 
pela concentração de droga utilizada, que pode ter sido alta para essas células. Um outro 
fator que contribui para essa hipótese, é que as células tratadas com essas duas 
concentrações de droga com 96 horas de cultura, voltaram a apresentar características 
normais isto é, a cromatina granulada desaparece e as células voltam a ter um volume 
corpuscular normal, provavelmente porque a ação da droga já deve estar em período de 
declínio. Todas as lâminas que possuíam células tratadas com 250µg/ml de sildenafil 
apresentavam apenas restos celulares marcados. Talvez porque a quantidade de excipiente 
nas garrafas de cultura que receberam 250µg/ml de sildenafil era bastante grande, não foi 
possível observar células nas lâminas.  
O GMPc foi extraído das amostras e quantificado. Os resultados obtidos estão 
no gráfico 5. 
Foi possível observar um aumento significativo no nível de GMPc apenas nas 
células tratadas com 250µg/ml de sildenafil após 96 horas de cultura. No entanto, é 
importante lembrar que essa concentração de droga interferiu na viabilidade celular. 
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As amostras de células K562 tratadas com diferentes concentrações da droga 
previamente diluídas no TRIzol, tiveram seus RNAs extraídos, transcritos em cDNA e 
essas amostras foram utilizadas para analisar a expressão de γ-globina relativa aos genes 
GAPDH e β-actina. Os resultados estão plotados no gráfico 6. 
Assim como os níveis de GMPc nas células tratadas com essa droga não 
aumentou, a expressão de γ-globina também não se alterou.  
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Gráfico 5- Efeito do inibidor de PDE5 e 6, sildenafil, na [GMPc] em células K562. Células 
tratadas com 50, 100 e 250µg/ml de sildenafil; níveis de GMPc foram medidos 
por ELISA durante um período de 96 horas de cultura. * p<0,05; comparado ao 
controle do tempo analisado, teste t-pareado, n=4. 
0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
0
1
2
3
4
5
controle
50µg/ml
100µg/ml
250µg/ml
Horas de cultura
Ex
pr
es
sã
o 
R
el
at
iv
a 
de
γ -g
lo
bi
na
 
Gráfico 6- Efeito do inibidor de PDE5 e 6, sildenafil, na expressão de γ-globina em células 
K562. Nível de expressão gênica de γ-globina, relativa à expressão de β-actina e 
GAPDH, em células tratadas com 50, 100 e 250µg/ml de sildenafil durante 96 
horas de cultura. P>0,05; comparado ao controle do tempo analisado, teste 
t-pareado, n=4. 
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3- Culturas de células K562 tratadas com dipiridamol - Capacidade de aumentar 
intracelularmente a [GMPc] e a expressão de γ-globina 
As células K562 também foram cultivadas (quatro culturas) com o inibidor 
inespecífico de PDE, dipiridamol. A viabilidade celular se alterou apenas nas células 
tratadas com a maior concentração da droga como é possível observar no gráfico 7. 
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Gráfico 7- Efeito do inibidor inespecífico de PDE, dipiridamol, na viabilidade celular. 
Células K562 tratadas com 1, 10 e 50µg/ml de dipiridamol durante 96 horas de 
cultura. * p<0,05; comparado ao controle do tempo analisado, teste t-pareado, 
n=4. 
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Após ter verificado que os experimentos foram iniciados na fase log, 
observamos que o controle permanece nessa fase até 48 horas de cultura e em seguida entra 
na fase estacionária onde permanece até o final do experimento (96 horas). Provavelmente, 
essas células entram na fase estacionária devido à saturação do meio de cultura. Com 
relação às células tratadas com 1 e 10µg/ml de dipiridamol, percebemos que as células 
permanecem em fase log até 24 horas de cultura passando em seguida para a fase 
estacionária. É importante enfatizar que essas células não entram na fase de declínio e não 
houve queda na viabilidade celular. Já os experimentos com as células tratadas com 
50µg/ml de dipiridamol também foram iniciados durante a mesma fase de crescimento dos 
demais experimentos e constatamos que com apenas 24 horas de cultura as células já se 
encontravam na fase de declínio e com queda significativa da viabilidade celular. Tal fato 
deve ter ocorrido provavelmente devido a algum efeito da droga e não do diluente DMSO, 
uma vez que as células controle que apresentavam apenas o diluente não entraram na fase 
de declínio em nenhum dos pontos estudados. 
A análise das lâminas de citospin mostrou que a morfologia celular manteve-se 
constante durante a maior parte do tratamento com a droga. Apenas com 96 horas de 
cultura observou-se uma discreta diminuição do volume corpuscular das células tratadas 
com 10µg/ml de dipiridamol (figura 9C e D). Essa diminuição do volume corpuscular 
acentuou-se nas células tratadas com 50µg/ml de dipiridamol o que pode ter gerado um 
grande número de células em apoptose. Assim sendo, provavelmente o dipiridamol em 
baixas concentrações não modifica a conformação estrutural das células, diferentemente do 
que ocorre quando elevada concentração da droga é adicionada à cultura. 
O GMPc foi extraído e quantificado das amostras de acordo com o método 
descrito anteriormente. Os resultados obtidos estão plotados no gráfico 8. 
Não foi possível observar nenhuma variação significativa do nucleotídeo cíclico 
GMP em nenhuma das concentrações de dipiridamol testada. 
Os resultados obtidos da expressão de γ-globina, relativa à GAPDH e β-actina, 
estão ilustrados no gráfico 9: 
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Como foi possível observar, não houve aumento significativo no nível de 
expressão de γ-globina nas células K562 tratadas com dipiridamol, embora as células 
tratadas com 1µg/ml da droga tenham apresentado um aumento na expressão de γ-globina 
após 48 horas de cultura. 
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Gráfico 8- Efeito do inibidor inespecífico de PDE, dipiridamol, na [GMPc] em células 
K562. Células tratadas com 1, 10 e 50µg/ml de dipiridamol; os níveis de 
GMPc foram medidos por ELISA durante um período de 96 horas de cultura. 
P>0,05; comparado ao controle do tempo analisado, teste t-pareado, n=4. 
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Gráfico 9- Efeito do inibidor inespecífico de PDE, dipiridamol, na expressão de γ-globina 
em células K562. Nível de expressão gênica de γ-globina, relativa à expressão 
de β-actina e GAPDH, em células tratadas com 1, 10 e 50µg/ml de dipiridamol 
durante 96 horas de cultura. P>0,05; comparado ao controle do tempo analisado, 
teste t-pareado, n=4. 
 
4- Culturas de células K562 tratadas com zaprinast - Capacidade de aumentar 
intracelularmente a [GMPc] e a expressão de γ-globina 
Finalmente, foram realizadas quatro culturas com células K562 tratadas com o 
inibidor, também inespecífico de PDE, zaprinast.  
Analisando-se a viabilidade celular, podemos perceber que igualmente à 
vinpocetina, não houve variação como está representado no gráfico 10: 
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Gráfico 10- Efeito do inibidor inespecífico de PDE, zaprinast, na viabilidade celular. 
Células K562 tratadas com 1 e 100µM e 1mM de zaprinast durante 96 horas 
de cultura. P>0,05; comparado ao controle do tempo analisado, teste  
t-pareado; n=4. 
 
As células tratadas com zaprinast não apresentaram alteração da viabilidade 
celular quando comparadas aos controles dos tempos estudados. Essas células 
permaneceram no estágio de desenvolvimento logarítimo (log) durante todo o período de 
cultura, ou seja, a aproximadamente cada 24 horas havia um dobramento do número de 
células tanto nas tratadas com diferentes concentrações de droga quanto nos controles. 
Ao analisar as lâminas de citospin foi possível observar que a morfologia 
celular manteve-se normal e constante em todas as células tratadas com diferentes 
concentrações de zaprinast e no controle. As células apresentavam-se arredondadas e 
grandes, com núcleo condensado ocupando a maior parte do volume citoplasmático  
(figura 9G). 
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O GMPc foi extraído das amostras e quantificado. Os resultados obtidos estão 
apresentados no gráfico 11: 
O GMPc das células tratadas com 100µM zaprinast foi quantificado e 
observamos que não houve aumento significativo na concentração desse nucleotídeo cíclico 
nas células K562 tratadas com essa droga. 
As amostras de células tratadas com diferentes concentrações de zaprinast, 
previamente diluídas no TRIzol, tiveram seus RNAs extraídos e transcritos em cDNA. 
Essas amostras foram utilizadas para analisar a expressão do gene que codifica γ-globina, 
relativa à expressão de β-actina e GAPDH. Os resultados estão demonstrados no  
gráfico 12. 
A expressão de γ-globina não se alterou nas células tratadas com esse inibidor 
de PDE. 
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Gráfico 11- Efeito do inibidor inespecífico de PDE, zaprinast, na [GMPc] em células 
K562. Células tratadas com 100µM de zaprinast; os níveis de GMPc foram 
medidos por ELISA durante um período de 96 horas de cultura. P>0,05; 
comparado ao controle do tempo analisado, teste t-pareado, n=4.  
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Gráfico 12- Efeito do inibidor inespecífico de PDE, zaprinast, na expressão de γ-globina 
em células K562. Nível de expressão gênica de γ-globina, relativa à expressão 
de β-actina e GAPDH, em células tratadas com 10 e 100µM e 1mM de 
zaprinast durante 96 horas de cultura. P>0,05; comparado ao controle do 
tempo analisado, teste t-pareado, n=4. 
 
5- Culturas de células K562 tratadas com BAY41-2272 - Capacidade de aumentar 
intracelularmente a [GMPc] e a expressão de γ-globina 
As últimas quatro culturas realizadas continham o ativador de guanilato ciclase, 
BAY41-2272. Analisando-se a viabilidade celular, pudemos perceber que não houve 
variação como está representado no gráfico 13: 
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Gráfico 13- Efeito do estimulador de GCs BAY4-2272 na viabilidade celular. Células 
K562 foram tratadas com 30, 60 e 300nM de BAY41-2272 durante 96 horas 
de cultura. P>0,05; comparado ao controle 0 hora, teste t-pareado, n=4. 
 
As células tratadas com BAY41-2272 também não apresentaram queda 
significativa da viabilidade celular quando comparadas ao controle 0 hora. Essas células 
permaneceram no estágio de desenvolvimento logarítimo (log) durante todo o período de 
cultura, assim como zaprinast. No entanto, as células controle permaneceram até o tempo 
de 48 horas em fase log e após esse período entrou em fase estacionária, provavelmente 
devido à escassez de nutrientes no meio de cultura.  
Ao analisar as lâminas de citospin foi possível observar que a morfologia 
celular manteve-se normal e constante em todas as células tratadas com diferentes 
concentrações da droga e no controle (figura 9I). 
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O GMPc foi extraído das amostras e quantificado. Os resultados obtidos estão 
representados no gráfico 14: 
Há um aumento significativo de GMPc em todos os pontos coletados com todas 
as concentrações da droga utilizada com relação ao controle 0 hora.  
As amostras de células K562 tratadas com diferentes concentrações da droga 
previamente diluídas no TRIzol, tiveram seus RNAs extraídos, transcritos em cDNA e 
essas amostras foram utilizadas para analisar a expressão do gene que codifica γ-globina, 
relativa à expressão de β-actina e GAPDH. Os resultados estão demonstrados no  
gráfico 15. 
Embora os níveis de GMPc tenham aumentado em todas as concentrações e 
tempos estudos, observamos um aumento na expressão de γ-globina nas células K562 
tratadas com 60 e 300nM de BAY41-2272 após 48 horas de cultura. 
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Gráfico 14- Efeito do estimulador de GCs, BAY41-2272, na [GMPc] em células K562. 
Células tratadas com 30, 60 e 300nM de BAY41-2272; os níveis de GMPc 
foram medidos por ELISA durante um período de 96 horas de cultura.  
* P<0,05; comparado ao controle 0 hora, teste t-pareado, n=4. 
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Gráfico 15- Efeito do estimulador de GCs, BAY41-2272, na expressão de γ-globina em 
células K562. Nível de expressão gênica de γ-globina, relativa à expressão de 
β-actina e GAPDH, em células tratadas com 30, 60 e 300nM de BAY41-2272 
durante 96 horas de cultura. * p<0,05; comparado ao controle 0 hora, teste  
t-pareado, n=4. 
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Figura 9- Fotos de células K562. A e B) K562 sem tratamento; C e D) K562 tratada com 
10µg/ml de dipiridamol após 96 horas de cultura; E e F) K562 tratada com 
50µg/ml de sildenafil após 48 horas de cultura; G) K562 tratada com 100µM de 
zaprinast após 48 horas de cultura; H) K562 tratada 10µM de vinpocetina após 
48 horas de tratamento; I) K562 tratada com 60nM de BAY41-2272 após 48 
horas de cultura. 
 
6- Expressão dos PDEs 1, 5 e 9 em diferentes tipos celulares 
Além das culturas de células K562 tratadas com as drogas descritas 
anteriormente, foram desenhados alguns primers para PCR em tempo real específicos para 
as PDEs 1, 5, 6, 9, 10 e 11, uma vez que são essas as fosfodiesterases descritas capazes de 
degradar GMPc. Realizamos as reações com diferentes tipos celulares a fim de verificar 
quais PDEs estariam expressas nessas células. Inicialmente utilizamos as células K562, 
reticulócitos de pacientes falciformes e indivíduos saudáveis (controles). Observamos que 
as PDEs 6, 10 e 11 não apresentavam-se expressas em nenhuma dessas células estudadas 
inicialmente. Assim sendo, resolvemos aprofundar a pesquisa apenas com as PDEs 1, 5 e 9.  
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Um nível de expressão relativa aumentada da PDE5 foi observada nos 
reticulócitos sadios e esta expressão foi estatisticamente similar entre os reticulócitos de 
paciente falciformes com ou sem terapia com HU (gráfico16). Não foi possível detectar 
expressão de PDE1 nos reticulócitos controles e nem nos reticulócitos de pacientes 
falciformes. A expressão relativa da PDE9 foi extremamente maior que a PDE5 nos 
indivíduos sadios e interessantemente essa expressão aumentou nos reticulócitos de 
pacientes com anemia falciforme. Diferentemente, a expressão desse gene nos reticulócitos 
de pacientes falciformes sob terapia com HU foi similar à expressão nos reticulócitos de 
indivíduos controle (gráfico 16). 
Com relação aos neutrófilos, níveis de expressão extremamente baixos de 
PDE5 foi observado tanto nos neutrófilos de indivíduos controle quanto nos pacientes com 
anemia falciforme. Uma expressão relativamente alta do gene que codifica PDE1 foi 
observada nos neutrófilos de indivíduos saudáveis e essa expressão não foi 
significativamente diferente dos neutrófilos de pacientes falciformes com ou sem terapia 
com HU (gráfico 17). Uma elevada expressão relativa da PDE9 foi observada nos 
neutrófilos de indivíduos controle e essa expressão foi significativamente maior nos 
pacientes falciformes com ou sem terapia com HU com relação ao controle (gráfico 17). 
Após ter observado um aumento significativo da expressão do PDE9 nas 
células hematopoéticas, a expressão desse gene nos reticulócitos e neutrófilos de indivíduos 
controle foi comparada às células eritroleucêmicas (K562), células de linhagem de 
glioblastoma (T98G), cólon, ovário, mama, fígado, pele, baço, testículo, útero e linfonodo. 
A expressão do gene que codifica a PDE9 foi detectada em fígado, baço, cólon e T98G 
como descrito previamente (Wunder, et al, 2005). No entanto, a expressão do gene PDE9 
nos controles de reticulócitos e neutrófilos e células K562 foi evidentemente maior  
(gráfico 18). 
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Gráfico 16- Expressão de PDE5 e 9, relativa à β-actina e GAPDH, em reticulócitos de 
indivíduos saudáveis (controle), pacientes falciformes (SS) e pacientes 
falciformes sob terapia com HU (20-30mg/Kg/dia) (SSHU). * p<0.05, 
comparado ao controle; # p<0.05, comparado com SS. n>3; teste t Welch 
corrigido. 
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Gráfico 17- Expressão de PDE1 e 9, relativa à β-actina e GAPDH, em neutrófilos de 
indivíduos saudáveis (controle), pacientes falciformes (SS) e pacientes 
falciformes sob terapia com HU (SSHU). * p<0.05; *** p<0.001, comparado 
ao controle. n>4; teste t Welch corrigido. 
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Gráfico 18- Expressão de PDE9, relativa à β-actina e GAPDH, em diversos tipos celulares. 
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5- DISCUSSÃO 
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Embora a terapia com HU seja amplamente aceita para o tratamento da anemia 
falciforme (Charache et al., 1995), os efeitos a longo prazo do tratamento com essa droga 
ainda não são conhecidos. Além disso, nem mesmo todos os pacientes respondem 
positivamente ao tratamento. Assim sendo, há necessidade do desenvolvimento de novas 
pesquisas com o intuito de desenvolver novas drogas para o tratamento da anemia 
falciforme. 
Sabe-se que talvez um aumento nos níveis de GMPc especificamente nos 
eritrócitos e leucócitos possa ser importante para o tratamento da anemia falciforme, uma 
vez que a utilização de ativadores de GC e análogos de GMPc aumentaram a expressão de 
γ-globina em células K562 e eritroblastos primário (Ikuta et al., 2001). Além disso, também 
já foi comprovado que a HU e doadores de NO também aumentam a expressão de γ-globina 
em células eritroleucêmicas e progenitores eritróides via GMPc (Cockic et al., 2003). Um 
estudo recente sugeriu que a produção de AMPc também é necessária para a total indução 
da produção de HbF pela HU em cultura de células humanas CD34+ (Keefer et al., 2006), 
indicando que os nucleotídeos cíclicos estão comumente relacionados  à indução de HbF 
pelos agentes farmacológicos. 
Tendo em vista a provável importância da via GMPc – HbF, observamos em 
experimentos de PCR em tempo real que a expressão relativa da PDE9 encontra-se 
extremamente aumentada nas células de linhagem eritróide e está expressão está ainda 
maior em pacientes falciformes e aparentemente revertia nos pacientes falciformes sob 
terapia com HU. Sabendo-se que a PDE9 degrada GMPc com uma afinidade extremamente 
alta (Km=170nM) (Fisher et al., 1998), inibir essa enzima altamente expressa em eritrócitos 
falciformes, pode representar um alvo farmacológico para o aumento intra-eritrocitário de 
GMPc, com uma conseqüente indução de HbF. Interessantemente, em um estudo prévio, 
nosso grupo demonstrou que aumento nos níveis intracelulares de GMPc correlata com 
elevados níveis de HbF encontrado nas células vermelhas de pacientes falciformes  
(Conran et al., 2004), esses níveis também estavam elevados em pacientes falciformes sob 
terapia com HU. É possível que a expressão da PDE9 possa estar aumentada nas células 
vermelhas desses pacientes devido à um mecanismo de “feedback”, o qual provavelmente 
está inibido durante o tratamento com HU. 
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Todas as culturas de células K562 realizadas com diferentes inibidores de PDE 
(vinpocetina – inibidor de PDE1, sildenafil – inibidor de PDE5 e 6, dipiridamol e zaprinast 
– inibidores inespecíficos de PDE) não tiveram um desempenho realmente eficaz no 
aumento do nucleotídeo cíclico (GMPc) e na expressão de γ-globina. Num estudo prévio, 
12 pacientes falciformes com hipertensão pulmonar foram submetidos à terapia com 
sildenafil e embora tenham apresentado melhora com relação à hipertensão e a capacidade 
de se exercitar, não observou-se mudança nos níveis de GMPc desses pacientes  
(Machado et al., 2005). Já as culturas de células K562 tratadas com o estimulador de 
guanilato ciclase (BAY41-2272), resultaram num aumento significativo de todos os pontos 
de coleta de GMPc e aumento na expressão de γ-globina após 48 horas de cultura. No 
gráfico 19 podemos observar claramente o aumento nos níveis intracelulares de GMPc, 
acompanhados por um aumento na expressão de γ-globina com 48 horas de cultura na 
presença de BAY41-2272 (gráfico 20). 
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Gráfico 19- Concentração de GMPc nas células K562 coletadas após 48 horas de 
tratamento com 4 diferentes drogas estudadas. * p<0,05, n=4; teste  
t-pareado. 
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Gráfico 20- Expressão de γ-globina, relativa à β-actina e GAPDH, nas células K562 
coletadas após 48 horas de cultura, tratadas com 4 diferentes drogas.  
* p<0,05, n=4; teste t-pareado. 
 
Esses resultados são atualmente melhor compreendidos, uma vez que é a PDE9 
que está mais expressa nas células de linhagem eritróide. É certo que zaprinast é um 
inibidor inespecífico de PDE9 (Ki 35 µM), no entanto nem mesmo essa droga foi capaz de 
aumentar a expressão de γ-globina. Wunder e cols (2005) descreveram o único inibidor 
específico para PDE9 sintetizado até hoje (BAY 73-6691) (IC50 55nM), entretanto este 
ainda não se encontra comercialmente disponível. 
Alta expressão de PDE9 também foi observada em neutrófilos sendo que esta 
foi ainda maior nos neutrófilos de pacientes falciformes. Sabe-se que a sinalização com 
óxido nítrico, provavelmente mediada pela via dependente de GMPc, inibe interações 
adesivas de leucócitos com outros tipos celulares (Dal Secco et al., 2006; Conran et al., 
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2001; Ahluwalia et al., 2004). Assim, inibir os altos índices de PDE9 nos neutrófilos de 
indivíduos falciformes pode ser importante para impedir interações adesivas entre 
leucócitos e células endoteliais, processo que ocorre durante o início e a propagação da 
vaso-oclusão (Chiang & Frenette, 2005; Frenette 2002).  
Observamos também que os neutrófilos apresentam expressão da PDE1 assim 
como os reticulócitos expressam PDE5, entretanto ambas as células expressam em 
quantidades muito maiores a PDE9. 
Esse é o primeiro relato de expressão elevada da PDE9 em reticulócitos e 
neutrófilos humanos, com aumento maior ainda nessas células de pacientes falciformes. Tal 
fato é bastante importante uma vez que, aparentemente essa fosfodiesterase é específica das 
células hematopoéticas, já que a expressão da PDE9 foi muito maior em reticulócitos, 
neutrófilos e células K562 do que em outros tipos celulares estudados como: T98G, fígado, 
cólon, pele, baço, linfonodo, mama, ovário. 
Isso nos leva a acreditar que uma droga inibidora de PDE9 poderia evitar a 
degradação de GMPc nas células hematopoéticas e conseqüentemente poderia ocasionar 
um aumento de GMPc intracelular. Há evidências de que esse aumento possa ser muito 
importante para a indução de γ-globina em células eritróides e possivelmente para a 
inibição das propriedades adesivas dos leucócitos. 
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6- CONCLUSÃO 
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Como aumento nos níveis celulares de GMPc pode ser importante tanto para a 
produção de hemoglobina fetal em células eritróides como para inibir a adesão de 
leucócitos, bloquear a ação da PDE9 pode representar uma nova estratégica  
célula-específica para o tratamento da anemia falciforme. Como esta PDE aparentemente é 
muito mais expressa em células hematopoéticas, o desenvolvimento ou a disponibilidade de 
uma droga inibidora da PDE9 possivelmente significará uma droga especifica com menos 
efeitos adversos. 
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Summary  
Modulation of intracellular cyclic guanosine monophosphate (cGMP) may represent a 
therapeutic target for sickle cell disease (SCD) treatment; cGMPdependent signalling may 
be important for erythroid foetal haemoglobin induction and cGMP exerts an anti-
inflammatory function in leucocytes and other cell types. Since the inhibition of cyclic 
nucleotide phosphodiesterases (PDEs), which regulate intracellular cGMP levels, may 
provide tissue-specific elevation of cGMP, we studied the gene expressions of cGMP-
specific PDEs (-1A, -5A and -9A) in the reticulocytes and neutrophils of healthy controls, 
steady-state SCD patients and patients on hydroxycarbamide (SCDHC; 20-30 mg/kg/day). 
PDE9A expression was found in numerous cell types; however, its expression was greatest 
in reticulocytes, neutrophils and K562 erythroleukaemic cells, indicating a high 
haematopoietic cell expression. Expression of PDE9A was, however, significantly higher in 
the reticulocytes and neutrophils of SCD individuals, with an apparent reversal to normal 
levels in SCDHC reticulocytes. Thus, data suggest high PDE9A enzyme expression in 
human reticulocytes and neutrophils, with even higher expressions in SCD individuals. 
Since elevation of haematopoietic intracellular cGMP may be beneficial in SCD, the 
pharmacological inhibition of this enzyme may represent a novel and, importantly, tissue-
specific drug target for SCD.  
Keywords: Cyclic guanosine monophosphate; Leucocytes; Phosphodiesterases; 
Reticulocytes; Sickle cell disease  
Sickle cell disease (SCD) is a systemic disease with a multifaceted pathophysiology; the 
polymerisation of the sickle haemoglobin molecule (HbS), when deoxygenated, has many 
consequences that include haemolysis, inflammation, dysregulated nitric oxide (NO) 
homeostasis and oxidative abnormalities (Steinberg 2006). Agents, such as 
hydroxycarbamide (HC), that increase levels of foetal haemoglobin (HbF), with consequent 
inhibition of HbS polymerization, and that may counteract other aspects of the disease’s 
pathophysiology characterise important therapies for the disorder.   
Modulation of intracellular levels of the NO second messenger, cyclic guanosine 
monophosphate (cGMP), may represent a therapeutic target for the treatment of SCD. The 
soluble guanylate cyclase-cGMP dependent kinase pathway constitutes a possible 
mechanism for the up-regulation of γ-globin expression and consequent HbF production in 
erythroid cells (Ikuta, et al 2001); furthermore, HC has been demonstrated to induce γ-
globin expression in erythroid progenitor cells via a cGMP-dependent pathway (Cokic, et 
al 2003). In addition to its better known role, as the mediator of NO-induced 
vasorelaxation, cGMP may also be an important mediator of NO-induced inhibition of 
cellular adhesion since NO decreases the adhesion of various cell types, including 
leucocytes and endothelial cells, both in vitro and in vivo (Conran, et al 2001, Dal Secco, et 
al 2006, De Caterina, et al 1995, Kubes, et al 1994). Since the vaso-occlusive process that 
is characteristic of SCD is mediated by a multi-step process initiated by the adhesion of 
leucocytes and red cells to the vascular endothelium (Chiang and Frenette 2005), anti-
adhesive therapy may be an important approach for its prevention.  
Cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs) play a central role in the regulation of 
intracellular levels of cGMP and cyclic adenosine monophosphate (cAMP), and therefore 
signal transduction, by catalyzing the intracellular hydrolysis and degradation of these 
molecules. The PDE enzymes may be grouped into 11 isoenzyme families based on their 
substrate specificity and regulation and constitute important targets for pharmacological 
inhibition since their expressions are often restricted to certain cell types. As such, the 
development of isoform selective inhibitors will allow the targeting of specific functions 
and pathological conditions with a lower risk of non-specific side effects (Bender and 
Beavo 2006).  
Of the 11 PDE families, the PDE isoforms 1 A, B and C, 2A, 5A, 6A, B and C, 9A, 
10A and 11A have higher (or equal) specificities for cGMP degradation than cAMP. Each 
of these isoforms has a different cell specifity; however, their expressions in red and white 
blood cells have not, to our knowledge, been fully characterized (Bender and Beavo 2006). 
This study aimed to define which cGMPhydrolyzing PDE isoforms are expressed in 
erythroid cells and leucocytes and whether the expressions of these enzymes are altered in 
the cells of SCD individuals, with a view to characterizing potential drug targets for the 
alteration of cGMP levels in the haematopoietic cells of these patients.  
Materials and Methods  
Materials  
All reagents were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA), unless otherwise 
stated.  
Subjects  
Patients diagnosed as homozygous for HbS, in steady state, which were attended at the 
Haematology and Haemotherapy Center, UNICAMP, Brazil, participated in the study. 
Patients were considered to be in steady state if they were afebrile and had not received 
blood transfusions nor experienced any vaso-occlusive episode during the previous 3 
months. Those patients on HC therapy had received 20-30mg HC/Kg/day for at least 2 
months. Healthy individuals were used as controls. Informed consent was provided by all 
subjects and all tissue donors and the local ethics committee approved the study.  
Reticulocyte separation and RNA extraction  
For the extraction of reticulocyte RNA, whole blood samples (15 ml) were centrifuged at 1 
700g for 10 min and the plasma removed. Mature red cells were lysed with a premixed cold 
solution of five volumes 0.144 M NH4Cl and 0.5 volume  
0.01 M NH4NCO3 and the suspension was chilled on ice for 30 min before centrifuging at 
1 700 g for 10 min to remove white cells. The supernatant was transferred to another tube 
and 0.1 volume of 1.5 vol/l sucrose-KCl solution was added to the supernatant and 
centrifuged at 4 800 g for 20 min. The supernatant was then transferred to a clean tube and 
700 l 10% acetic acid added. Reticulocytes were pelleted by centrifugation at 4 800 g for 
20 min and RNA extracted using TRIzol according to the manufacturer’s instructions 
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA.).  
Neutrophil separation  
Neutrophils were separated from fresh peripheral blood (10 ml) collected in EDTA by 
centrifuging over two layers of Ficoll-Paque of densities of 1.077 g/L and 1.019 g/L. After 
lysis of contaminating erythrocytes (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3), cells were washed 
in phosphate buffered saline (PBS) before resuspending in TRIzol.  
Tissue preparation  
Samples of tissue were excised from ovary and skin tumours and from normal spleen, liver, 
lymph node, colon, testicle, uterus and mammary tissues. Tissue samples were frozen at –
80ºC before grinding with liquid nitrogen until achieving a powder. Samples were then 
dissolved in TRIzol.  
Reverse transcription of mRNA  
Five microgram RNA samples were incubated with 1U DNaseI (Invitrogen, Rockville, 
MD, USA) for 15 min at room temperature (RT) and EDTA was added to a final 
concentration of 2 mM to stop the reaction. The DNaseI enzyme was subsequently 
inactivated by incubation at 65°C for 5 min. DNaseI-treated RNA samples were then 
reverse transcribed with Superscript III and RNaseOut (Invitrogen Corp., Carlsbad, Ca, 
USA) for 50 min at 50°C, 15 min 70°C. cDNA samples were quantified using a Nanodrop 
spectrophotometer (ND-1000; Nanodrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA).  
Amplification and quantification of PDE gene expression by real-time polymerase chain 
reaction  
Synthetic oligonucleotide primers were designed to amplify cDNA for conserved regions of 
the PDE1A, PDE5A, PDE6A, PDE9A, PDE10A and PDE11A genes (Primer Express
TM
; 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Specific primers were synthesized by 
Invitrogen (see Table 1 for the primer sequences). β-actin and GAPDH primers were 
synthesized as internal controls.  
All samples were assayed in a 25l volume containing 10ng cDNA, 12.5l 
SYBER Green Master Mix PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and 
respective primers (for primer concentrations, see Table I) in a MicroAmp Optical 96-well 
reaction plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using the 5700 Sequence 
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). To confirm the accuracy 
and reproducibility of real-time PCR, the intra-assay precision was calculated according to 
the equation: E
(-1/slope)
, and the amplification efficiency calculated (Pfaffl, 2001). All 
assayed transcripts demonstrated high real-time PCR amplification efficiency rates of over 
99% (Pearson correlation coefficient r>0.95). To quantify gene expression, the geNorm 
mathematical model (Vandesompele, et al 2002) was used employing calibration data and 
β-actin and glyceraldehyde -3 -phosphate dehydrogenase (GAPDH) expressions as internal 
controls. For this, the determination of the crossing threshold was necessary for each 
transcription, defined as the point at which the fluorescence rises appreciably above the 
background fluorescence. The dissociation protocol was performed at the end of each run to 
check for non-specific amplification. Two replicas were run for each sample and results are 
expressed as relative gene expression when compared to β-actin and GAPDH expressions.  
Cell Culture  
Erythroleukaemic K562 cells were grown in DMEM (Gibco-Invitrogen, Grand Island, New 
York, USA) culture medium supplemented with 10% foetal bovine serum (Gibco-
Invitrogen, Grand Island, New York, USA), 100U/ml penicillin (Gibco-Invitrogen, Grand 
Island, New York, USA) and 100g/ml streptomycin (Gibco-Invitrogen, Grand Island, 
New York, USA). Cultures were incubated at 37°C in an atmosphere of 5% CO2 in air with 
extra humidity. K562 cells were incubated with tested drugs on the first day of sub-culture 
and the medium was not changed during the induction period. Vinpocetine (Calbiochem, 
San Diego, CA, USA) (1; 10; 50M), Zaprinast (Calbiochem, San Diego, CA, USA) (10, 
100, 1000 M) and BAY 41-2272 (30; 60; 300nM) were dissolved in minimal quantities of 
DMSO. BAY 412272 was kindly provided by Dr. Edson Antunes, University of Campinas, 
Brazil. Sildenafil (Pfizer, Guarulhos, São Paulo, Brazil) (50; 100g/ml) was dissolved in 
sterile water. All cells used for culture were in the log phase of exponential growth and no 
significant alterations in cell viability or growth phase were noted during treatments with 
the concentrations of drugs utilized and within 48 hours of treatment. Drug concentrations 
were chosen based on those used, successfully, to augment cGMP concentrations in other 
cell types and time of culture was chosen based on maximal cGMP elevation and γ-globin 
induction observed.  No alterations  
in intracellular cGMP and γ-globin were noted when these cells were cultured in the 
presence of vehicle alone.  
T98G glioblastoma cells were maintained (37
o
C, 5% CO2) in DMEM culture medium 
supplemented with 10% foetal bovine serum, 100U/ml penicillin and 100g/ml 
streptomycin.  
Extraction and Quantification of cGMP  
Perchloric acid was added to K562 cells (5x10
6 
cells) to a final concentration of 0.5M and 
the samples were centrifuged at 6 000 g for 20 min. The supernatant was removed and the 
pH neutralised by addition of 8 M KOH. Samples were stored at – 80ºC until assay. 
Extracted cyclic nucleotide samples were acetylated and assayed for cGMP using a 
commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Cayman 
Laboratories, Ann Arbor, MI, USA). Results were expressed as pMol cGMP/5x10
6 
cells.  
Statistical analysis  
Values are expressed as means ± standard error of the mean (SEM). Means for different 
cell populations were compared using the unpaired t-test or Welch’s corrected t-test, 
depending on whether the populations had similar standard deviations. To compare data 
before and after drug administration, the paired t-test was utilized. Differences among 
groups were considered significant at p<0.05.  
Results  
Gene expression of the cGMP-specific phosphodiesterases in reticulocytes of healthy and 
SCD individuals  
No detectable gene expressions of the PDEs 1A, 6A, 10A and 11A were observed in the 
reticulocytes of either healthy or SCD individuals (data not shown) utilizing the real-time 
PCR technique. A relatively high gene expression of PDE5A was seen in healthy 
reticulocytes and this expression was statistically similar in the reticulocytes of SCD 
patients (SCD) and SCD patients on HC therapy (SCDHC; Fig 1a). PDE9A relative gene 
expression was extremely high in reticulocytes of healthy individuals and, interestingly, 
this expression was even higher in the reticulocytes of SCD patients (Fig 1a). In contrast, 
PDE9A gene expression in SCD patients taking HC was similar to that of healthy control 
reticulocytes.  
Gene expression of the cGMP-specific phosphodiesterases in neutrophils of healthy and 
SCD individuals  
Extremely low level PDE5A expression was observed in healthy and SCD individual 
neutrophils (0.18±0.06; 0.29±0.08; 0.10±0.06 relative expression; for control, SCD and 
SCDHC, respectively; n=4; P>0.05). A relatively high PDE1A gene expression was 
observed in healthy individual neutrophils and this expression was not significantly 
different in the neutrophils of SCD and SCDHC patients (Fig 1b). High PDE9A relative 
gene expression was also seen in the neutrophils of control individuals and this expression 
was significantly higher in the neutrophils of SCD individuals (both SCD and SCDHC) 
(Fig. 1b).  
Cellular expression of PDE9A  
Since high PDE9A gene expression was observed in haematopoietic cells, healthy 
individual reticulocyte and leucocyte PDE9A expressions were compared with those of 
K562 erythroleukaemic cells, T98G glioma cells, liver, skin, spleen, lymphnode, colon, 
mammary, ovary, testicle and uterus tissues. PDE9A mRNA expression was detected in the 
liver, spleen and colon, as previously described, and also in glioma cells; however the 
expression of PDE9A in control reticulocytes, neutrophils and K562 erythroleukaemic cells 
was evidently higher (Fig. 1c).  
Culture of K562 erythroleukemic cells with phosphodiesterase inhibitors.  
Treatment of K562 cells with BAY 41-2272, a guanylate cyclase (GC) activator, (60 and 
300 nM) increased intracellular levels of cGMP, accompanied by an increased gene 
expression of γ-globin after 48 h of culture (Fig. 2). Since expressions of PDE1A, 5A and 
9A were detected in K562 cells (43.3 ± 2.9, 1.8 ± 0.3 relative expressions for PDE1A and 
PDE5A, respectively); we tested the abilities of the PDE1 inhibitor, Vincepotine (1, 10, 
50M), the PDE5 inhibitor, Sildenafil (50, 100g/ml), and the non-specific PDE inhibitor, 
Zaprinast (which has a weak PDE9 inhibitory effect; 10, 100, 1000 µM), to augment 
intracellular cGMP and γ-globin mRNA expression in K562 cells. Fig 2 demonstrates that 
none of these drugs were able to significantly increase neither intracellular cGMP levels 
nor γ-globin gene expression within 48 hours of co-culture.  
Discussion  
Whilst therapy with HC is a widely accepted clinical approach for the treatment of 
SCD (Charache, et al 1995), the long-term effects of this drug are not known and 
successful responses are not achieved in all patients. As such, the search continues for new 
drugs for the treatment of SCD. Cell-specific augmentation of erythroid and leucocyte 
cGMP levels may be an important clinical approach for the treatment of SCD; GC 
activators and cGMP analogues both increase γ-globin gene expression in K562 cells and 
primary erythroblasts (Ikuta, et  
al 2001) and hydroxycarbamide and NO donors increase γ-globin gene expression in 
erythroleukaemic and erythroid progenitor cells (Cokic, et al 2003) via a cGMPdependent 
pathway. In addition, a recent report has suggested that cAMP production is also required 
for the full induction of HbF production by HC in human CD34
+ 
cultures (Keefer, et al 
2006), indicating that the cyclic nucleotides are a commonality in the induction of HbF by 
pharmacological agents.  
We, herein, demonstrate that the enzyme, PDE9A, is highly expressed in erythroid 
lineage cells and that this expression is further augmented in SCD patients with what 
appears to be a reversal of expression in SCD individuals on HC therapy. Since PDE9A 
degrades cGMP with an extremely high affinity (Km, 170 nM) (Fisher, et al 1998), 
inhibition of this enzyme, highly expressed in SCD erythroid cells, may represent a 
pharmacological target for augmenting erythroid cGMP, with the consequent induction of 
HbF. Interestingly, in a previous study, our group demonstrated increased levels of 
intracellular cGMP levels that correlated with HbF levels in the red cells of SCD patients 
(Conran, et al 2004); levels were further increased by HC therapy. It is possible that 
PDE9A gene expression may be augmented in the red cells of these patients by a feedback 
mechanism that may be inhibited during treatment with HC.  
Culture of K562 cells in the presence of a GC activator significantly increased 
intracellular cGMP and γ-globin gene expression in keeping with previous reports; 
however, inhibitors of the PDE1 and PDE5 enzymes, Vincepotine and Sildenafil did not 
significantly alter neither intracellular cGMP nor γ-globin mRNA levels at all 
concentrations tested. A previous study, in which 12 SCD patients with pulmonary 
hypertension were placed on sildenafil therapy, demonstrated an improvement in 
pulmonary hypertension and exercise capacity in patients; however HbF levels remained 
unchanged (Machado, et al 2005). This observation may be explained by the finding that 
PDE5 does not appear to be the most abundantly expressed PDE in human erythroid 
lineage cells. Our data suggest that PDE9A may be the most highly expressed cGMP-
specific PDE in erythroid cells. A non-specific PDE inhibitor that has a weak PDE9 
inhibitory effect, however, was also unable to induce intracellular cGMP and γ-globin gene 
expression under the same conditions in which BAY 41-2272 successfully induced γ-
globin. To date only one specific and potent PDE9 inhibitor has been described (Wunder, et 
al 2005); BAY 73-6691 is currently under preclinical development for the treatment of 
Alzheimer’s disease, however this compound is not yet commercially available.  
High PDE9A expression was also found in neutrophils, with an even higher 
expression in the neutrophils of SCD patients. Nitric oxide signalling, probably mediated 
by a cGMP-dependent pathway, is known to inhibit adhesive interaction in leucocytes and 
other cells types. NO inhibits ICAM-1-dependent neutrophil migration by a GC-dependent 
pathway (Dal Secco, et al 2006), eosinophil integrin adhesion is diminished by NO-cGMP 
signalling (Conran, et al 2001) and cGMP has plays a key anti-inflammatory function by 
inhibiting P-selectin expression and leucocyte recruitment in mice (Ahluwalia, et al 2004). 
Furthermore, data from our laboratory show that in vitro stimulation of GC in neutrophils 
of SCD individuals reverses increased adhesive properties in these cells (Canalli et al., 
unpublished observations). Thus, inhibition of high level PDE9A in SCD individual 
neutrophils may be important for the inhibition of the leucocyte-endothelial adhesive 
interactions that play an initiating and propagating role in the vaso-occlusive process 
(Chiang and Frenette 2005, Frenette 2002).  
We screened numerous tissues for the gene expression of PDE9A and found that, 
whilst PDE9A is expressed in the liver, spleen and colon, as previously described (Wunder, 
et al 2005), PDE9A gene expression was much higher in healthy individual reticulocytes 
and neutrophils. Data indicate that expression of this enzyme may be highest in 
haematopoietic cells and that pharmacological inhibition of this enzyme may represent a 
relatively tissue-specific approach for the elevation of cGMP with, potentially, fewer side 
effects for patients.  
In conclusion, we present data to suggest that the PDE9A enzyme is highly 
expressed in human reticulocytes and neutrophils, with an even higher expression in these 
cells in SCD individuals. Since elevation of intracellular cGMP may induce erythroid HbF 
production and, potentially, diminish leucocyte-endothelial interactions, the 
pharmacological inhibition of this enzyme may represent a novel and tissue-specific drug 
target for the treatment of SCD.  
Acknowledgements  
We thank Carolina Louzão Bigarella for culture of T98G cells, Adriana Duarte for 
tissue sample preparation. We are also grateful to Edson Antunes and Mario Angelo 
Claudino for providing us with BAY 41-2272. Financial support; FAPESP, Brazil.  
References  
Ahluwalia, A., Foster, P., Scotland, R.S., McLean, P.G., Mathur, A., Perretti, M., Moncada, 
S. & Hobbs, A.J. (2004) Antiinflammatory activity of soluble guanylate cyclase: cGMP-
dependent down-regulation of P-selectin expression and leukocyte recruitment. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 101, 
1386-1391.  
Bender, A.T. & Beavo, J.A. (2006) Cyclic nucleotide phosphodiesterases: molecular 
regulation to clinical use. Pharmacological Reviews, 58, 488-520.  
Charache, S., Terrin, M.L., Moore, R.D., Dover, G.J., Barton, F.B., Eckert, S.V., 
McMahon, R.P. & Bonds, D.R. (1995) Effect of hydroxyurea on the frequency of painful 
crises in sickle cell anemia. Investigators of the Multicenter Study of Hydroxyurea in Sickle 
Cell Anemia. New England Journal of Medicine, 332, 1317-1322.  
Chiang, E.Y. & Frenette, P.S. (2005) Sickle cell vaso-occlusion. Hematology Oncology 
Clinics of North America, 19, 771-784.  
Cokic, V.P., Smith, R.D., Beleslin-Cokic, B.B., Njoroge, J.M., Miller, J.L., Gladwin,  
M.T. & Schechter, A.N. (2003) Hydroxyurea induces fetal hemoglobin by the nitric oxide-
dependent activation of soluble guanylyl cyclase. Journal of Clinical Investigation, 111, 
231-239.  
Conran, N., Ferreira, H.H., Lorand-Metze, I., Thomazzi, S.M., Antunes, E. & de Nucci, G. 
(2001) Nitric oxide regulates human eosinophil adhesion mechanisms in vitro by changing 
integrin expression and activity on the eosinophil cell surface. British Journal of 
Pharmacology, 134, 632-638.  
Conran, N., Oresco-Santos, C., Acosta, H.C., Fattori, A., Saad, S.T. & Costa, F.F. (2004) 
Increased soluble guanylate cyclase activity in the red blood cells of sickle cell patients. 
British Journal of Haematology, 124, 547-554.  
Dal Secco, D., Moreira, A.P., Freitas, A., Silva, J.S., Rossi, M.A., Ferreira, S.H. & Cunha, 
F.Q. (2006) Nitric oxide inhibits neutrophil migration by a mechanism dependent on 
ICAM-1: role of soluble guanylate cyclase. Nitric Oxide, 15, 77-86.  
De Caterina, R., Libby, P., Peng, H.B., Thannickal, V.J., Rajavashisth, T.B., Gimbrone, 
M.A., Jr., Shin, W.S. & Liao, J.K. (1995) Nitric oxide decreases cytokine-induced 
endothelial activation. Nitric oxide selectively reduces endothelial expression of adhesion 
molecules and proinflammatory cytokines. Journal of Clinical Investigation, 96, 60-68.  
Fisher, D.A., Smith, J.F., Pillar, J.S., St Denis, S.H. & Cheng, J.B. (1998) Isolation and 
characterization of PDE9A, a novel human cGMP-specific phosphodiesterase. Journal of 
Biological Chemistry, 273, 15559-15564.  
Frenette, P.S. (2002) Sickle cell vaso-occlusion: multistep and multicellular paradigm. 
Current Opinion in Hematology, 9, 101-106.  
Ikuta, T., Ausenda, S. & Cappellini, M.D. (2001) Mechanism for fetal globin gene 
expression: role of the soluble guanylate cyclase-cGMP-dependent protein kinase pathway. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 98, 
1847-1852.  
Keefer, J.R., Schneidereith, T.A., Mays, A., Purvis, S.H., Dover, G.J. & Smith, K.D. (2006) 
Role of cyclic nucleotides in fetal hemoglobin induction in cultured CD34+ cells. 
Experimental Hematology, 34, 1151-1161.  
Kubes, P., Kurose, I. & Granger, D.N. (1994) NO donors prevent integrin-induced 
leukocyte adhesion but not P-selectin-dependent rolling in postischemic venules. American 
Journal of Physiology, 267, H931-937.  
Machado, R.F., Martyr, S., Kato, G.J., Barst, R.J., Anthi, A., Robinson, M.R., Hunter, L., 
Coles, W., Nichols, J., Hunter, C., Sachdev, V., Castro, O. & Gladwin, M.T. (2005) 
Sildenafil therapy in patients with sickle cell disease and pulmonary hypertension. British 
Journal of Haematology, 130, 445453.  
Steinberg, M.H. (2006) Pathophysiologically based drug treatment of sickle cell disease. 
Trends in Pharmacological Sciences, 27, 204-210.  
Vandesompele, J., De Preter, K., Pattyn, F., Poppe, B., Van Roy, N., De Paepe, A. & 
Speleman, F. (2002) Accurate normalization of real-time quantitative RTPCR data by 
geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biol, 3, RESEARCH0034.  
Wunder, F., Tersteegen, A., Rebmann, A., Erb, C., Fahrig, T. & Hendrix, M. (2005) 
Characterization of the first potent and selective PDE9 inhibitor using a cGMP reporter cell 
line. Molecular Pharmacology, 68, 1775-1781.  
Table I. Primer sequences for performance of real time quantitative PCR  
Gene  Primer sequence  Primer 
concentration  
β-actin  
F – 5’ AGGCCAACCGCGAGAAG 3’ R – 5’ 
ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 3’  
150 nM  
GAPDH  
F – 5’ GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 3’ R 
– 5’ CCACTTGATTTTGGAGGGATCT 3’  
300 nM  
γ-globin  
F – 5’ CCAGCTGAGTGAACTGACCTGT 
3’ R – 5’ ACGGTCACCAGCACATTTCC 3’ 
150 nM  
PDE1A  
F – 5’ AGCCGAAACTTCTTCCTATGTGG 
3’ R – 
5’TGATCGTCTTAGTGCATCAGCAA 3’  
300 nM  
PDE5A  
F – 5’TGCAAGTTGGGTTCATAGATGC 3’ 
R – 5’ TGCAGCCATCTAGCAAAGGG 3’  
150 nM  
PDE6A  
F – 5’ GCTGATGAGTACGATGCCAAGAT 
3 R – 5’ CCGGCTGATTTCCTGCG 3’  
150 nM  
PDE9A  
F – 5’ GGCCACCGAGAAGTCCAGA 3’ R 
– 5’ CCCGCTTTCCTCAGGCA 3’  
150 nM  
PDE10A  
F – 5’ CGTGGCCATTCCCTGCTATAC 3’ 
R – 5’TCCCACCTGAGATTATCCCTG 3’  
150 nM  
PDE11A  
F – 5’ CGTGACCAAACCGTGGGA 3’ R – 
5’ TCCCGATCTCCTTGTTCGAA 3’  
150 nM  
GAPDH, glyceraldehyde - 3 - phosphate dehydrogenase ; F, forward; R, reverse. 
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Figure Legends  
Fig 1. Relative gene expressions of (a) PDE 5A and 9A in reticulocytes, (b) PDE 1A and 
9A in neutrophils and (c) PDE 9A in various cell/tissue types. Control, cells from healthy 
individuals; SCD, steady-state SCD patients; SCDHC, SCD patients on HC therapy (20-30 
mg/kg/day). Gene expressions were normalised relative to the quantity of β-actin and 
GAPDH mRNA in each sample measured in the same RTPCR run. *, P<0.05; ***, 
P<0.001, compared to control; #, P<0.05, compared to SCD.  
Fig 2. Effects of a guanylate cyclase activator (BAY 41-2272) and inhibitors of PDEs; 
Vincepotine, Sildenafil and Zaprinast, on (a) intracellular cGMP levels and  
(b) relative γ-globin expression in K562 cells following 48 hours of culture (37
o
C, 5% 
CO2). Intracellular cGMP was measured by ELISA. γ-Globin gene expression was 
evaluated by real-time RT-PCR and normalised relative to the quantity of β-actin and 
GAPDH mRNA in each sample measured in the same RT-PCR run. *, P<0.05, compared 
to controls at 0h and 48h.  
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